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UBER DEN EINFLUSS DER SCHWANGERSCHAFT 
AUF DIE ZUCKERAUSSCHEIDUNGSSCHWELLE. 


Von 


MOTOTARO NAKAYAMA. 
(Aus der medizinischen Klinik von Prof. Dr. Ryokichi Inada, 
Kaiserliche Universitit zu Tokyo.) 


(Hingegangen am 9. Januar 1924.) 


Schon seit lange war es bekannt, dass manche Frauen wihrend 
der Schwangerschaft Zucker im Harn ausscheiden, der sich nach 
der Geburt wieder verliert (Blot, Jaksch, Lenz, 1895,; Hofbauer, 
1899; Payer, 1899; Lepine, 1909, Stolper, 1913, Bergsma, 
1912). Diese Glykosurie wird heute im allgemeinen als eine renale 
anerkannt. Nachdem Frank und Nothmann (1920) diese Er- 
scheinung zuerst zur Frihdiagnose der Schwangerschaft verwerteten, 
wurde die Frage von vielen Seiten (Nirnberger, 1921; Rosen- 
berg, 1922; Seitz und Jess, 1922; Lembke und Lindig, 
‘Joseph und Kamnitzer, 1921; Mann, 1913; Hellmuth, 1922; 
Gritnuthal, 1920) untersucht, wobei die Angabe der oben genannten 
Autoren zumeist bestitigt wurde. Nur Rosenberg gelangte zu 
negativen Resultaten und Dietrich (1922) glaubt, dass diese 
Glykosurie auf eine leichte Kohlenhydratstoffwechselstorung zuriick- 
yuftihren sei. Weil nach Untersuchungen von vielen Autoren 
die Zuckerkrankheit bei der Schwangerschaft fiir das Leben der 
Mutter wie des Foetus eine ernste Komplikation darstellt, so ist 
es von grosser Bedeutung, die echte Zuckerkrankheit bei der 
Graviditit von der harmlosen renalen Glykosurie scharf und sicher 
abzutrennen, was durch die Ausfihrung der Blutzuckerbestimmung 
nicht schwer erreicht wird. Obwohl jetzt soweit sicher feststeht, 
dass renale Glykosurie sehr héufig bei Schwangeren beobachtet 
wird, so wurde doch die Frage, in welchem Grade der Schwellen- 
wert gewohnlich bei der Graviditit herabsinkt, ob diese Ernied- 
rigung der Schwelle bei allen Schwangeren, also auch bei aglyko- 
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surischen Frauen, konstant auftritt und endlich, wie lange sie 
fortdauert, meines Wissens noch nicht genau untersucht. Ich 
habe also auf Veranlassung und unter der Leitung von Proff. R. 
Inada und K. Sakaguchi mich mit dieser Frage beschaftigt. 
Bei meiner Untersuchung wurde der Schwellenwert in der- 
selben Weise bestimmt, wie sie in meinen vorangehenden Mittei- 


TABELLE 

Bei der Unter- 

Nenae Sch- suchung darge- Blutzucker 

Fon | “umd [ote | (ha) geo | Tie 
Pe monat chter | benzuc- bene S woe et 
Reis (g)|_ ker ssen |n.d. EH. | n.d. E. 
1 F.LN. 24 TL 7/VI 200 30 0.083 0.122 0.118 
2 Veo. 620) IV 26/ VIL 200 30 0.102 0.148 0.122 
3 Were Bil IV 27/VIL 270 30 0.069 0.150 0.132 
4 Wits Vuk IV 17/Vil 220 0.080 0.143 0.119 
5 T.F. 36 Vv 16/XI 250 30 0.100 0.145 0.142 
E 13/TX 270 0.098 0.127 0.115 
VI 16/X 270 0.079 0.098 0.124 
Vill 3/XI1 270 0.083 0.092 0.106 
6 Ss. S. 26 Vv 15/VI 220 0.066 0.136 0.094 
” 16/VI 180 0.093 0.130 0.112 
7 F.N. 35 VI 13/VI 200 30 0.099 0.170 0.140 
8 Y.M. 33 VI 26/V 170 0.069 0.121 0.119 
3 28/V 120 0.104 0.121 0.076 
rs 21/V 170 0.073 0.119 0.084 
9 K.K. 25 VI 15/X 270 0.101 0.140 0.127 
VU 2/XI 270 0.073 0.097 0.114 
. 3/XIL a5 0.075 0.095 0.096 
10 M.T. 26 Vit 25/X 180 0.100 9.119 0.120 


115 Yona VIL | 15/VI 200 30 0.079 | 0,134 | 0.115 
i || 1e@y Be VIL | 22/VII 200 30 0.093 | 0,136 | 0.109 


93/VIL | 200 0.080 | 0,134 | 0.102 
13 | HH. 30 | VIL | 24/vIZ|] 200 30 0.086 | 0,138 | 0.109 
x 20/X 270 0.075 | 0.087 | 0.095 


14 T.H. 26 VIL 26/VII 100 30 0.101 0.126 0.108 
” 28/VII 100 40 0.083 0.122 0.109 
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lungen geschildert wurde. Die Schwangeren wurden zumeist aus 
der gynikologischen Poliklinik durch das Wohlwollen von Doz. 
Dr. N. Kikkawa fir Untersuchung zu mir geschickt, wofiir ich 
ihm an dieser Stelle meinen Dank abstatte. Zuerst wurde der 
Schwellenwert an 37 Graviden bestimmt. 


i 
(%) Glykosurie (%) 

e Schwellenwert 
19S. | 2s: | 3 8t. |vora. | 1st | 2st. | 3 st. (%6) 
n.d. EH.) n.d. E.|n.d.E.| Essen | n.d. E.|n. d. E.} n.d. E. 

0.118 | 0.117 | 0.101 (=) (=) Spur 0.05 0.12 
0.099 | 0.115 (a5) eee. ae unter 0.14 
0.106 (—) | massig] Spur unter 0.14 
0.116 | 0.113} 0.113 | (—) ree (=) 0.14 
0.126 | 0.121 (=) (—) | Spur (33) mie 
0.119 | 0.115 | 0.097 (Sj (25 (=) (=) 

0.126 | 0122 | 0.098 f=} (—) | Spur (—) 0.12 
0.113 | 0.096 | 0.091 (—) (—) 0.10 0.04. unter 0.11 
0.104 | 0.093 (=) 0.12 (2) 0.13 
0.096 0.088 (—) Spur (—) 

0.127 | 0.131 (—) | Spur (=) 0.17 
0.101 | 0.111 | 0.087 (ea) (=) 0.04 | Spur 0.12 
0.084 | 0.081 | 0.077 (—) Spur | 0.03 | Spur 

0.084 | 0.084 =) =) Ga) 

0.118 | 0.120 (=) (—) | Spur 0.14 
0.114 | 0.106 (=)- | Spur 0.09 

0.106 0.100 0.088 (23 (—) Spur Spur 0.10 
0.107 | 0.103 | 0.110 (—) | Spur fh (=) 0.12 
0.102 0.099 (—) Spur Spur 0.13 
0.115 | 0.103 (=) 0.13 | Spur 0.13 
0.099 | 0.095 (—) (=) (=) 

0.109 | 0.107 (=) | Spur (os) 0.14 
0.100 | 0.091 | 0.104 (>) C=) (ee (=} 

0.099 0.094 (-) Spur (—) 0.12 
0.093 | 0.098 (—) | Spur | Spur 
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Namo 
Fall und 

Alter 
15 M. W. 40 
16 RAS ad 
17 K. O. 25 
18 Sh NERY 
19 C. F. 34 
20 K. K. 24 
21 Teeaal 
22 4uL We By: 
23 HetaoG 
24 T. O. 30 
25 S. H. 36 
26 FP, N. 24 
27 TK 22 
28 TS Wireso 
29 C. A. 28 
30 Saeees 
31 E. K. 26 
32 S. M. 29 
33 H. M. 30 
34 S. M. 37 
35 Sh. Oy 
36 Ke ME 23 
37 RP 25 


Sch- 
wanger- 
schafts- 

monat 


Ix 


Ix 
Wana 


M. Nakayama : 


Bei der Unter- 


suchung darge- Blutzucker 
Datum reichte KH. . 
(1921) | geko- | Trau- A 
Ce ) ceed Cas ae on ate 
20/IX 270 0.087 | 0.090 | 0,126 
27/VIL 200 25 0.095 | 0.160 | 0.125 
21 /1X 270 0.076 | 0,131 | 0.098 
10/X 200 20 0.075 | 0,119 | 0.108 
24/X 270 0.089 | 0,123 | 0.120 
20/X 270 0.085 | 0.114 | 0.089 
22/X1 270 0.082 | 0.111 | 0.099 
25/X 270 0.088 | 0.129 | 0.110 
22/X1 270 0.073 | 0.099 | 0,108 
25/X 270 0.085 | 0.117 | 0.105 
4/XI 270 0.077 | 0.136 | 0.125 
4/XT 270 0.087 | 0,106 | 0.104 
6/XII 4% 0.084 0.100 0.102 
22/VIL 200 30 0.078 | 0,143 | 0.130 
23/VIL | 200 0.087 | 0.113 | 0.104 
26/VIL 200 30 0.106 | 0,114 | 0.112 
57/VIL 200 25 0.098 | 0.119 | 0.092 
15/X 270 0.077 | 0115 | 0,122 
14/X 270 0.083 | 0,098 | 0.097 
21/X 270 0.074 | 0.105 | 0,112 
19/XI 270 0.075 | 0.103 | 9,109 
21/XI 270 0.124 | 0,133 
7/XIL 270 0.073 | 0.125 | 0.112 
2/xIL 270 0.078 | 0,140 | 0.114 
7/X1 270 0.074 | 0,110 | 0.106 
6/XI1 270 0093 | 0.110 | 9.107 
20/VI 200 30 0.099 | 0.125 | 0.125 
14/VIL 300 0.089 | 0.134 | 9,143 
22/VII 200 30 0.081 | 0.144 | 0.135 
26/VIL 200 0.089 | 0.135 | 0.108 
23/VIL 200 30 0.093 | 0.113 | 0.118 
28/1 270 0.075 | 0,102 | 0.098 
29/1 1 0.067 | 0,104 | 0.091 
26/VIL 150 0.110 | 0,120 | 0.101 
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(%) Glykosurie 
Schwellenwert 
14'St.| 2-St, | 3 St. | vor a.| 1 8t.] ase | 188. (%) 
n.d. EK.) n.d. E./n.d. E.| Essen | n.d. E.|n. da. E.|n. da. EB. 
0.113 | 0.106 | 0.109 (=) 0.13 0.08 unter 0.12 
0.105 | 0.099 (—) | Spur (-) 0.16 
0.093 | 0.098 | 0.099 (—) | Spur (—) Ce) 0.13 
0.106 0.103 Spur Spur (—) 0.12 
0.104 | 0.109 (—) (=) Spur 
0.093 0.083 (—) Spur (—) 0.11 
0.099 | 0.094 (=) (—) | Spur (=) 
0.113 | 0.108 | 0.102 (Ss) Spur (—) (=) 0.13 
0.107 | 0.096 ) (=) (—) 
0.091 | 0.097 | 0.101 (—) | Spur | Spur (eS) 0.11 
0.110 | 0.086 | 0.093 —) je) 0.03 0.13 
0.099 0.089 0.086 (—) Spur Spur 0.10 
0.106 | 0.097 | 0.100 | (—) | Spur | 0.02 
0.108 0.104 (—) 0.08 0.09 unter 0.11 
0.099 | 0.094 (=) 0.04 | Spur 
0.110 0.105 (—) Spur (—) 0.11 
0.108 | 0.109 (—) | Spur (=) 0.11 
0.108 | 0.104 | 0.108 (=) (—) | Spur | Spur 0.12 
0.094 0.096 0.097 (—) (-) Spur Spur 0.10 
0.104 | 0.104 | 0.098 (=) (=) Spur (>) 0.11 
0.099 | 0.093 (—) | Spur eS) 
0.100 | 0.103 (=) (—) | Spur 0.13 
0.105 | 0.098 | 0.089 (=) 0.04 (~) 
0.103 0.093 (—) Spur 0.13 unter 0.13 
0.103 | 0.100 (=) 0.07 0.10 0.10 
0.109 | 0.107 | 0.107 (—) 0.06 0.09 
0.107 | 0.108 | 0.102 (=) Spur (—) e) 0.12 
0.125 | 0.115 (A 0.06 | Spur 0.14 
0.096 | 0.106 (—) (—) | Spur 0.14 
0.089 | 0.106 (—) | Spur (—) 0.13 
0.107 | 0.108 (—) | Spur | Spur 0.11 
“0.089 | 0.092 (ea) (—) | Spur 0.10 
0.097 | 0.097 | 0.096 (2) Gs) 0.07 
0.112 | 0.113 (—) |S¢hwach (_) unter 0.12 
positive. 
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Um die Schwellenwerte der von mir untersuchten Graviden 
iibersichtlich zu machen und sie mit dem Werte der gesunden 
Frauen leicht vergleichen zu kénnen, habe ich die Tabelle I 
yusammengestellt, indem die zweite Kolonne aus der Tabelle 
I abgeleitet und die dritte aus meiner friheren Arbeit 
zitiert wurde. 


TABELLE IL. 


Schwellenwert (%) Zahl der Schwangeren | Zahl der Nichtschwangeren 


unter 0.10 
0.10 

unter 0.11 
0.11 

unter 0.12 
0.12 
unter 0.13 
0.13 

unter 0.14 
0.14 

0.15 

0.16 

0.17 

0.18 

0.19 

0.20 

uber 0.21 


ONAN OT © 
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SC Se) See: Sp BS ay 


Wie die Tabelle zeigt, war der Schwellenwert bei Schwangeren 
im allgemeinen deutlich niedriger als bei nichtgraviden Frauen ; 
er betrug naémlich bei jenen zumeist 0.10 bis 0.14 Proz. und nur 
selten tber 0.15 Proz., wihrend die Schwelle bei diesen zwischen 
0.10 und uber 0.20 Proz. schwankte und der Wert unter 0.14 
Proz. nur in etwa einviertel der gesamten Faille gefunden wurde. 

Weil ich alle Graviden erst im dritten oder noch spiteren 
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Schwangerschaftsmonaten untersuchen konnte und keine Gelegen- 
heit hatte, die Untersuchung im fritheren Stadium auszufiihren, so 
kann ich nichts dartiber angeben, wann die Erniedrigung des 
Schwellenwertes bei der Schwangerschaft beginnt, weil die Ernied- 
rigung nach Frank u. a. sehr frith auftreten soll. Auch die Frage, 
ob der Schwellenwert bei demselben Individuum sich mit dem 
Fortschritt der Schwangerschaft verdndert, lasse ich wegen Mangels 
von Untersuchungen hieriiber vorlaiufig dahingestellt. Nur kann 
ich sagen, dass der Schwellenwert bei meinen Untersuchungsfallen 
(Fall 5, 9, 14 u. 15), wo er in verschiedenen Schwangerschatfts- 
monaten bestimmt wurde, im fortgeschrittenen Monaten niedriger 
als im friiheren Stadium gefunden wurde. 

Obwohl nun soweit feststeht, dass der Schwellenwert bei der 
Schwangerschaft im allgemeinen niedriger liegt als in der Norm, 
so darf man doch nicht daraus ohne weiteres den Schluss ziehen, 
dass die bei Graviden sehr haufig auftretende Glykosurie eine 
renale ist, weil von vielen Seiten mitgeteilt wird, dass die Leber 
bei der Schwangerschaft hiufig eine gewisse Verdinderung erfihrt, 
und es sogar Autoren gibt wie Dietrich, welcher glaubt, dass 
die betreffende Glykosurie nicht von renaler Natur ist, sondern 
auf der gestorten Assimilationsfahigkeit ftir Kohlenhydrat beruht. 
Ich habe also bei meinen Untersuchungen auch die Assimilations- 
kraft fir Kohlenhydrat an 19 Schwangeren 33 mal bestimmt, 
indem ich nach Sakaguchi im morgens ntichternen Zustande 
dessen Probefrithsttick (100 g lufttrockener, resp. ca. 270 g gekoch- 
ter, Reis und zwei Huibnereier) verabreichte. In der alimentadren 
Hyperglykimie, welche nach dieser Kost auftritt, soll der maximale 
Blutzuckerwert nach Sakaguchi bei normaler Assimilationskraft 
fiir Kohlenhydrat unterhalb von 0.14 Proz. bleiben und die Blut- 
zuckersteigerung nicht tiber zwei Stunden fortdauern. Wenn die 
alimentiire Hyperglykimie iber 0.15 Proz. ansteigt oder linger 
als zwei Stunden besteht, so kann man dabei eine Stérung der 
Zuckerassimilation annehmen. Die einzelnen Daten meiner Unter- 
suchungen sind in folgender Tabelle mitgeteilt. 
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TABELLE 
Name Schwel- | Schwang- ne Blutzuckerveriinderung 

u. lenwert | erschafts- ie x 
Altor 6)c | adnomat, yp EAN) li ee a asraerl Seana 
K. M. 23 0.10 ix 28/1 0.075 0.102 0.098 
$3 29/1 0.067 0.104 0.091 
= Highs 0.10 VIL 7/XI 0.074 0.110 0.106 
IX 6/XII 0.093 0.110 0.107 
Tae al 0.10 VII 4/XI 0.087 0.106 0.104 
VIL 6/XIL 0.084 0.100 0.102 
K. K. 25 0.10 Ni 15/X 0.101 0.140 0.127 
VIL 2/XIL 0.073 0.097 0.114 
” 3/XIL 0.075 0.095 0.096 
F. N. 24 0.10 Vill 14/X 0.083 0.098 0.097 
oma ay 0.11 VII 25/K 0.085 0.117 0.105 
Pak ed 0.11 VOL 21/X1 0.074. 0.105 0.112 
IX 19/X1 0.075 0.103 0.109 
K. O. 25 0.11 VIE 20/X 0.085 0.114 0.089 
» 24/X 0.086 0.111 0.105 
VOL 22/X1 0.082 0.111 0.099 
Eee 26 0.12 VIL 20/1X 0.087 0.090 0.126 
T. F. 36 0.12 iV; 13/X1 0.098 0.127 0.115 
VI 16/X 0.079 0.098 0.124 
VuL 3/XIL 0.083 0.092 0.106 
men, OF: 0.12 VIL 24/X 0.089 0.123 0.120 
Fowb Se 0.13 Vit 4/XI 0.077 0.136 0.125 
C. A. 28 funter 0.13) VIL 2/XIL 0.078 0.140 0.114 
T. W. 35 0.13 Vil 2/XI1 0.124 0.133 
IDS 7/XIL 0.073 0.125 0.112 
S. Y. 24 0.13 VIL 25/X 0.086 0.119 0.112 
‘ 26/X 0.088 0.129 0.110 
Vu 22/XI 0.073 0.099 0,108 
M.W. 40 0.13 IX 21/X1 0.076 0.131 0.098 
M. T. 26 0.12 x 25/K 0.100 0.119 0.120 
1p 26 B BTy 0.14 x 20/X 0.075 0.087 0.095 
Sy et. 36 0.12 VIL 15/X 0.077 0.115 0.122 
eee ot 0.14 Tit 20/VIL 0.098 0.189 0.191 
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Til. 
nach Probekost Harnzucker (g) 
13 St. 2 St. 3 St. Vivied. 1 St. 2 St. 3 St. 
n.d. E. n. d. E. n.d. E. Essen n.d. E. n.d. E. n. d. E, 

0.089 7.092 (-) (—) Spur 
0.097 0.097 0.096 (>) (=) 0.07 
0.103 0.100 ) 0.07 0.10 
0.109 0.107 0.107 0.06 0.09 
0.099 0.089 0.086 (=) Spur Spur 
0.106 0097 0.100 (—) - Spur 
0.118 0.120 (—) (—) Spur 
0.114. 0.106 (=) Spur 0.09 
0.106 0.100 0.088 (—) (SS Spur Spur 
0.094 0.096 0.097 (—) (—) Spur Spur 
0.091 0.097 0.091 (—) Spur Spur (—) 
0.104 0.104 0.098 () (—) Spur (—) 
0.099 0.093 (—) Spur (—) 
0.093 0.083 (—) Spur (—) 
0.106 0.100 0.098 (24 (=} 0.03 (25 
0.099 0.094 (=) ec) Spar (3) 
0.113 0.106 0.109 (—) 0.13 0.08 (+) 
0.119 0.115 0.097 (—) ) () (=) 
0.126 0.122 0.098 (=) (—) Spur (=) 
0.113 0.096 0.091 (—) (—) 0.10 0.04 
0.104 0.109 (=) (=); Spur 
0.110 0.086 0.093 (—) (—) 0.03 
0.103 0.093 (—) Spur 0.13 
0.100 0.103 (—) (—) Spur 
0.105 0.098 0.089 (—) 0.04 (+) 
0.111 0.105 0.103 (—) (—) (=) ) 
0.113 0.108 0.102 (—) Spur (—) (—) 
0.107 0.096 
0.093 0.098 0.059 (—) Spur (—) (—) 
0.107 0.103 0.110 (—) Spur (=) (=) 
0.100 0.091 0.104 Sead) =) Ge) (=) 
0.108 0.104 0.108 (—) (=) Spur Spur 
0.141 0.123 (—) 0.24 0.05 
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Aus der Tabelle kann man leicht ersehen, dass die Assimila- 
tionskraft fiir Kohlenhydrat bei meinen Untersuchungspersonen 
nicht besonders gestért war. Die an diesen Leuten gefundene 
Glykosurie muss also eine renale sein. Hier sei aber bemerkt, 
dass ich von meinen Befunden nicht behaupten will, dass die 
Leber bei allen von mir untersuchten Graviden ganz intakt war. 
In vorangehender Arbeit habe ich mitgeteilt, dass der Schwellen- 
wert beim Gesunden individuell mit grosser Variationsbreite 
schwankt und die Hohe dieser Schwelle mit der Stirke der den 
Zucker assimilierenden Kraft in inniger Beziehung steht, indem 
bei niedrigerem Schwellenwerte das Kohlenhydrat besser assimiliert 
wurde und so die alimentire Blutzuckersteigerung weniger ausge- 
prigt in die Erscheinung trat als bei einem hoheren. Infolgedessen 
trat die Glykosurie beim Gesunden nach der gewohnlichen Kost- 
aufnahme nur ganz selten auf, obwohl ein Sehwellenwert niedriger 
als 0.14 Proz. hier gar nicht zur Seltenheit gehdrte. Nun liegt 
der Gedanke nahe, dass die Momente, welche den Schwellenwert 
herabsetzen, gewohnlich die Zuckerassimilation verstirken, was 
bewirkt, dass die renale Glykosurie beim Gesunden mit einem 
niedrigen Schwellenwerte nur selten beobachtet wird. Das auffal- 
lend haufige Vorkommen der renalen Glykosurie in der Schwan- 
gerschaft deutet darauf hin, dass die Schwangere den Zucker 
schlechter assimiliert als der Gesunde mit einem gleich hohen 
Schwellenwerte. Hier ist auch moglich, dass die bei der Schwan- 
gerschaft sehr hdufig vorkommende Leberschaidigung daran schuld 
sel. 

Zunichst wollte ich sicherstellen, dass der Schwellenwert in 
der Schwangerschaft wirklich herabsinkt und dann nach der Geburt 
wieder ansteigt. Zu diesem Zwecke habe ich an einer Anzahl 
von Schwangeren den Schwellenwert in verschiedenen Zeiten nach 
der Geburt wieder bestimmt. 
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'“TABELLE IVY. 
Untersuchung nach der Geburt 
Schwellenwert 
Fall | in der oven Nach der 
Borechatia(6) ees aves “ Menstruation Laktation 
Monate 
8 0.12 0.14 5 
12 0.13 ber 0.15 4 schon aufgetreten | aufgehdrt 
0.16 5 Al 
0.16 12 a 5 
41 0.12 0.12 4 noch nicht fortgesetzt 
0.14 10 ‘ a 
215 0.13 tiber 0.126 8 schon aufgetreten | fortgesetzt 
0.14 10 ” 3 
18 0.13 tiber 0.13 3 noch nicht fortgesetzt 
tiber 0.145 a “5 :, 
22 unter 0.11 0.14 10 schon aufgetreten 
23 0.11 0.11 3 noch nicht fortgesetzt 
0.11 6 ” % 
27 0.11 tiber 0.13 8 6 % 
30 0.10 0.12 3 op ” 
35 0.11 ‘tiber 0.15 5 schon aufgetreten | aufgehort 
0.16 6 %» % 
37 unter 0.12 0.11 4 noch nicht fortgesetzt 
unter 0.12 5 ” ” 
unter 0.13 9 schon aufgetreten 3 


Wie die Tabelle zeigt, habe ich in tbherwiegender Mehrzahl 


meiner Untersuchungsfille 


Schwellenwertes nach der Geburt gesehen. 


eine unverkennbare Steigerung des 
Obwohl in einigen 


Fallen die Schwelle unyerindert blieb, so ist hier doch nicht ganz 
ausgeschlossen, dass sie erst in spiterer Zeit ansteigt, weil meine 
Untersuchungszeit aus dusseren Grinden nicht gentigend lang 
ausgedehnt wurde und der Zeitpunkt, in welcher der Schwellen- 
wert nach der Geburt ansteigt, individuell verschieden ist. Im 
Fall 30 wurde also der Anstieg schon drei Monate nach der Geburt 


196 M. Nakayama : 


nachgewiesen, wiihrend er beim Fall 14 nach vier Monaten noch 
gar nicht und erst bei Untersuchung nach zehn Monaten gefunden 
wurde. ; 

Bei meinen Untersuchungen konnte ich keinen eindeutigen 
Zusammenhang zwischen dem Anstieg des Schwellenwertes und 
dem Wiederauftritt der Menstruation resp. dem Aufhdren der 
Stillung nachweisen. Hieriiber will ich aber aus Mangel an einer 
gentigenden Zahl von Untersuchungsfillen keinen Schluss ziehen. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1) Der Schwellenwert ist bei Schwangeren im allgemeinen 
unverkennbar niedriger als bei Nichtgraviden. Bei meinen Unter- 
suchungen betrug er bei jenen 0.10 bis 0.17 Proz., zumeist unter 
0.14 und nur selten tiber 0.15 Proz., wihrend er bei diesen zwi- 
schen 0.10 und tber 0.20 Proz. schwankte und der Wert unter 0.14 
Proz. nur etwa in einviertel der gesamten Falle beobachtet wurde. 

2) In Fallen, wo der Schwellenwert in verschiedenen Schwan- 
gerschaftsmonaten wiederholt bestimmt wurde, wurde der Schwel- 
lenwert sehr hiufig im fortgeschrittenen Monate niedriger als 
in friherer Zeit gefunden. Ob dieser Befund als Regel gilt oder 
nur auf Zufall beruht, kann ich leider wegen der mangelhaften 
Anzahl meiner Untersuchungsfille hiertiber nicht entscheiden. 

3) Durch Untersuchungen an denselben Individuen konnte 
ich nachweisen, dass der Schwellenwert gewodhnlich nach der 
Geburt ansteigt, was einen sicheren Beweis dafiir darbietet, dass 
dieser Wert wahrend der Schwangerschaft wirklich herabsinkt. 

4) Der Zeitpunkt, in welchem der Schwellenwert nach der 
Geburt ansteigt, scheint individuell ziemlich stark verschieden zu 
sein. In einigen Fallen wurde die Steigerung schon drei oder 
vier Monate nach der Geburt beobachtet, wihrend sie in einem 
anderen Fall in dieser Zeit noch ganz vermisst wurde und erst in 
spaterer Zeit auftrat. Es gibt auch Fille, wo der Anstieg nach 
zehn Monaten noch ausbleibt, obwohl es hier nicht sicher ist, ob 
der Schwellenwert im weiteren Verlaufe iiberhaupt ansteigt. 
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5) Die Assimilationskraft fiir Kohlenhydrat war bei den von 
mir untersuchten Schwangeren nicht schlechter als bei Nicht- 
graviden. 

6) Die in der Grayiditét haufig auftretende Glykosurie ist 
also von renaler Natur und berubt nicht auf abnormer Steigerung 
des Blutzuckergehaltes. 

7) Der beim Gesunden vorkommende Parallelismus zwischen 
dem niedrigen Schwellenwerte und der kraftigen Assimilations- 
fahigkeit ftir Kohlenhydrat, welcher die Ursache der Seltenheit 
der alimentiiren Glykosurie bei gewohnlichem Leben der Gesunden 
darstellt, wird bei Schwangeren nicht erhalten, und so kommt die 
alimentiire Glykosurie nach gewohnlicher Kost haufig vor. Obwohl 
es auch moglich ist, dass die bei der Schwangerschaft sehr haufig 
auftretende Leberverdinderung daftir eine gewisse Rolle spielt, so 
lasse ich die Frage uber die Ursache dieser Inkongruenz vorliufig 
dahingestellt. 
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UBER DEN EINFLUSS DER REKTALEN ALKALI- 
ZUFUHR AUF DIE MAGENSAFTSEKRETION. 


Von 
TOSHITANE MATSUYAMA. 


(Aus der medizinischen Klinik von Prof. Ryokichi Inada, 
Kaiserl. Universitit zu Tokyo.) 


(Hingegangen am 27. Mirz 1924.) 


Nach Untersuchungen von vielen Autoren glaubt man heute 
im allgemeinen, dass die Sodalosung vom Magen aus auf die 
Magensaftabsonderung steigernd, dagegen vom Duodenum, sogar 
vom ganzen Darme aus hemmend einwirkt. Kasanski (1901) 
fand auch an einem Hunde mit isoliertem kleinen Magen, dass 
die Magensaftsekretion sich um das Doppelte verringerte, als er tag- 
lich eine Stunde vor Futterung 100 ccm einer 0.5 proz. Sodalésung 
ins Rektum einftihrte. Nach diesem Befunde liegt der Gedanke 
nahe, dass das Klystier einer Sodalosung auf das Magengeschwiir 
giinstig einwirke (Kelling 1920). Kasanskis Arbeit wurde aber 
bis jetzt, wenigstens meines Wissens, von keiner Seite nachgeprift. 
Ebenso wenig gibt es Angaben, wie die Magensaftsekretion beim 
Menschen sich nach rektaler Alkalizufuhr verhalt. Bei solcher 
Sachlage scheint es mir etwas verfriht, Kasanskis Befund am 
Hunde ohne weiteres in die Behandlung einer Krankheit einzuftihren, 
bevor diese interessante Erscheinung durch weitere Untersuchung 
bestdtiget wird. Ich habe also auf Veranlassung und unter der 
Leitung von Herren Proff. R. Inada und K. Sakaguchi. mich 
im folgenden mit dieser Frage beschdiftigt. 

Als diese Arbeit fast abgeschlossen war, haben le Noir, 
Richet und de Fossey (1922) mitgeteilt, dass die Zufuhr von 
500 ccm 1.5 proz. Natriumbikarbonatlésung durch Tropfenklystier 
eine deutliche Herabsetzung der Magensaftsekretion herbeiftihrt. 
So habe ich auch nachgepriift, wie die Sache sich verhiilt. 
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VERSUCHE AM MENSCHEN MIT BINMALIGEM 
ALKALIKLYSTIER. 


An mehreren in unserer Klinik aufgenommenen Kranken 
ohne Magenbeschwerde wurde der Mageninhalt nach Probefrth- 
stiick auf Gesamtaziditit und freie Salzsiure untersucht, indem 
die Untersuchung einerseits als Kontrolle ohne irgend eine Vor- 
behandlung ausgeftthrt und andererseits direkt oder 1-2 Stunden 
vor dem Probefrithsttick 100 cem einer 1-5 proz. Natriumbikar- 
bonatlésung korperwarm erwirmt rektal zugefthrt wurde, um den 
Winfluss von Alkaliklystier auf die Magensaftabsonderung kennen zu 
lernen. Dabei habe ich als Probefrithstiick anfangs nach Ewald- 
Boas 35 g Weissbrot und 400 ccm lauwarmes Wasser gegeben, 
und 45 Minuten danach den Mageninhalt ausgehebert; aber der 
letztere wurde in spiteren Versuchen eine Stunde nach der Verab- 
reichung von 60 g Brot und 300 com Wasser herausgenommen. 
In einigen Fallen wurde ein dtinner Tee nach dem Wunsche der 
Kranken statt Wasser verabreicht. Aber bei denselben Personen wur- 
den die Untersuchungsbedingungen naturlich stets gleich gehalten. 

Was die Untersuchungsmethode anbetvrifft, wurden Gesamt- 
aziditit und freie Salzsiure mit ;, Normalnatronlauge titriert, 
indem dabei Phenolphthalein als Indikator fur erstere und Kongorot 
fur letztere angewandt wurde. 

Kawashima (1920) hat an 48 Gesunden gefunden, dass die 
physiologische Variationsbreite der Gesamtaziditat wie der freien 
Salzsdure zumeist zwischen 1 und 20 liegt. Ich habe auch, bevor 
ich zur eigentlichen Untersuchung tberging, an denselben Ver- 
suchspersonen unter gleichen Versuchsbedingungen den Magenin- 
halt untersucht, um mich tber den Grad der physiologischen 
‘Tagesschwankungen zu orientiercn. Wie folgende Tabelle I zeigt, 
wo der grésste Unterschied der gefundenen Werte an einzelnen 
Fallen angegeben ist, stimmen meine Untersuchungsresultate mit 
den Angaben des oben genannten Autors gut tberein. 

Weil es cinco allbekannte Tatsache ist, dass die Magen- 
saftsekretion durch psychischen Einfluss in auffallender Weise 
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beeinflusst wird und weil das Klystier oft, besonders von empfind- 
lichen Leuten, nur mit unangenehmem Gefihl vertragen wird, so 
habe ich der eigentlichen Untersuchung vorangehende folgende 
Blindversuche ausgefihrt, um zu sehen, ob die Manipulation des 
Klystiers selbst irgend einen Einfluss auf die Magensaftabsonder- 
ung austben wurde. Dazu habe ich einigen Versuchspersonen 
100 ccm pbhysiologische Kochsalzlésung direkt vor der Aufnahme 
des Probefrihsticks (60 g Brot und 300 ccm Wasser) rektal 
zugefthrt und den Mageninhalt 40 Minuten nach dem Essen 
ausgehebert (‘Tabelle II). 


TABELLE 1. 
Entnahme 
Probefriihstiick | d. Magenin- ee 
haltes 
Dati 29ateelier nl Peer 
Fall. Y.M. Brot 35g | 45 Minuten 
82 j. & Gesamtaziditit | 31.8 | 36.3] 4.5 
Riickenmarks-) Wasser 400 com| nach P.F. 
syphilis. freie HCl 17.3 | 28.0| 10.8 
Bra he. 
Datum 1921. xr. | XL 
Fall 2. K. M. Brot 60 ¢ 1 Stunde Fe 
23 j. & Gesamtaziditiit | 53.2 | 54.9 7.6 
Animie Tee 300 ccm nach P.F. 
freie HCl 46.4 | 45.3 | 7.6 
Datum 1921. af eee 
Fall 3. M. K. 45 Minuten : 
35 j. & rs Gesamtaziditiit | 40.4 | 485] 81 
Anchylo- nach P.F. 
stomiasis freie HCl 30.0 | 41.0] 11.0 
3 4, 
Datum 1922. a IIL. 
Fall 4. M.Y, Brot 60g 1 Stunde 
18 j. & Gesamtaziditit | 53.9 | 45.8] 8.1 
abgelaufene | Wasser 300ccm| nach P.F. 
Kakke freie HCl 38.7 6.4 
ae 25. i 
Fall 5. K. W. Datum 1922. an ney 
25 j. & Sie 0| 17.6 
Offenbleiben 5s ~ Gesamtaziditit | 49.4| 67. i 
d. Foramen 
ovale freie HCl 35.3 | 57.7 | 22.4 
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Entnahme Winton 
Probefriihstiick | d. Magenin- schied 
haltes 
1922 4. 8. 
Fall6. S$.S. Herta s Datum 1922. vit. | VIL 
47 J. Brot 60 unde 
Te = Gesamtaziditit | 39.2 | 47.4 8.2 
Mesenterial- | Wasser 300com | nach P.F. ee 
driisen freie HCl 29.9 | 35.4 5.5 
24, 28. 
Datum 1922. 
Fall 7. Z. W. Nai i) OSI 
31 j.6 - a Gesamtaziditiit | 44.5 | 53.5 | 9.0 
Mangan- 
vergiftung. freie HCl 31.5 | 42.5 | 11.0 
Datum 1923. a r i : 
Fall8. E. K. : 
25 j. & és = Gesamtaziditit | 14.0 | 158} 18 
Lungen- : 
distoma freie HCl 80| 60| 20 
Datum 1923. cs 
Fall 9. S.N. Z S 
34 j. & Fs Gesamtaziditiit | 46.3 | 45.0] 1.3 
Syringo- 
bulbie. freie HCl 32.6 | 27.0| 5.6 
f Datum 1923. Ae a 
Fall 10. T.S. : ; : 
293.8 - 5 Gesamtaziditit | 88.0 | 89.0 1.0 
Leukiimio 
freie HCl 71.8 | 70.0 1.8 
Fall 11. K. M. 2y. Di: 
7 5. & Datum 1923. | v. Vi. 
Starre - Gesamtaziditiit | 47.6 | 62.0) 14.4 
nach Ence- 2 | 
phalitis : | 
epidemica freie HCl 26.6 | 33.5 9.8 
Datum 1923. | <3 es 
Fall 12. S. K. - : - 
PPA tp AS 55 os Gesamtaziditit 52.4 | 71.8 | 19.4 
Myasthenie 
freie HCl 38:37 55.2 | 16.9 
Datum 1923. eS ot 
Fall 13. M.S. = = 
43 j. S a nr Gesamtaziditit 46.8 | 64.0 | 17.2 
Hirntumor. 
freie HCl 36.0 | 44.0 8.0 
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TABELLE II. 
Versuche 
mit dem 
eae Klystiere v. ee 
3 physiol. versuc 
NaCl-lésung. 
Datum 1922 30. I. 282-1. 
Halle Op NG Pre 
84 j. gd. Syringobulbie Gesamtaziditiit 23.2 27.4 
freie HCl 14.3 16.5 
Datum 1922 4. VIL. 4. VIL. 8. VIL. 
Fall 2. S..S: 
47_j. & Tumor Gesamtaziditat 39 2 45.5 47.4 
der Mesenterialdriisen. 
freie HCl 29.9 32.8 35.4 
Datum 1922 16, VIL. bes ANY 
IMAM Ss WM Ter es 
AUS ifs SSS Gesamtaziditit 27.4 28.5 
Basedowsche Krankheit 
freie HCl 12.6 16.5 


Die Versuche zeigen, dass einfache rektale Wasserzufuhr 
keinen Einfluss auf die Magensaftsekretion ausubt. 

Bei meinen eigentlichen Untersuchungen habe ich zuerst 100 
ecm von 1-5 proz. Natriumbikarbonatlésung direkt vor der Ein- 
nahme des Probefrihstticks rektal zugefithrt und dessen Einfluss 
auf die Magensaftsekretion untersucht. 

Wie aus der Tabelle III ersichtlich ist, wurde eine deut- 
liche Abnahme der Aziditiit des Magensaftes nach dem Alkali- 
klystiere in meinen Untersuchungen an acht Fallen ganz ver- 
misst. Sogar fiel der Séuregrad hier hiéufige her hdher aus als 
bei Kontrollyersuchen, obwohl der Unterschied noch innerhalb der 
physiologischen Variationsbreite lag. 

Dieses Untersuchungsresultat beweist noch nicht, dass rektale 
Yufubr von Alkali wberhaupt auf die Magensaftsekretion wirkungs- 
los ist. Weil die Resorption der rektal zugeftihrten Substanzen 
im allgemeinen langsam yon statten geht, so ist es auch moglich, 
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TABELLE 
Konzentration d, Alkalilésung 
é a (Ae Entnahme a. | rektal zugefiihrte Menge d. 
Probefrithsttick | 17. soninhaltes Alkalilésung (ccm) 
Datum 1921 
Fall 1. Y. M. : 
32 j. & Riicken-|__ Brot 35¢ 45 Minuten Gesamtaziditit 
markssyphilis Wasser 400 com nach P.F. 
freie HCl 
Datum, 1921 
Fall 2. M.K. B 
35 j. & Anchylo- rot 60g e Gesamtaziditiit 
stomiasis Tee 300 com 
freie HCl 
Datum 1921 
Fall 3. K. M. 1 Stunde ere 
23 j. S Aniimie nach P.F. Cee 
freie HCl 
Datum 1922 
Fall 4. S.S. 
43 j. 2 paroxys- 45 Minuten aaa, 
male Himo- 5 nach P.F. Coser aes 
globinurie freio HCl 
Datum. 1922 
Fall 5. S. N. 
34 j. & Kein- W Brot aoe 1 Stunde Gesamtaziditit 
eta asser 300 ccm nach P.F. 
freie HCl 
Datum 1922 
20 5.4. wbaelan hapa Gigs eco se Gosamtaziditiit 
fene Kakke oF : 
freie HCl 
fs Datum 1922 
all 7, M.Y. Brot 60 1 Stunde = 
18 j. G _abgelau-| Wasser 300 em nach P.F. Gesamtaziditit 
fene Kakke E i 
freie HCl 
Fall 8. K.W. Datum, 1922 
25 j. - =o 
Ney 3 me Gesamtaziditit 


Foramen ovale 


freie HCl 
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III. 
Kontrollversuch : Hauptversuch 
1% 5% 
100 100 
23. VIII. 30. VIII. 24, VIIL. 25. VIII. 
31.8 36.3 36.3 41.5 
es 28.0 23.3 32.5 
ed ron GN 10. X. Wee 
35.0 40.4 26.9 | 47.2 
25.8 30.0 19.7 30.8 
5. XI. wee SEXE: oaxn Tce 
53.2 54.9 77.7 78.3 52.4 
46.4 45.3 67.6 65.2 41.4 
20. I 28. I 
39.0 56.0 
28.5 48.0 
30. L a7 I. 
23.2 25.2 
14.3 15.0 
ely al Tey aa S35 ING 
94.3 93.0 94.5 
80.0 81.3 82.0 
4, IIL 9. IIL 10. IIL. 13. IIT. 
45.8 56.0 45.5 39.7 
33.3 42.7 31.2 31.4 
7. Il : 9, IIL ane 
67.0 75.6 69.7 
57.7 65.9 59.5 
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TABELLE 
Arten dor Kontroll- Hauptversuche 
Versuche versuche (100 cem, 1% NaHCO,) 
; Stunden | 
Zeit des Klystiors Nae a a hae 
Datum 1922. Pile, iit 24. II. Olle 
TSE TE aig, Me 
18 j. & abgelau-) Gesamtaziditit 53.9 60.0 52.5 
tene Kakke = 
freio HCl 38.7 47.1 38.0 
Datum, 1922. Pie Ne 18. II. Py oe i 
Fall Qe Ke We 
25 j. & Offen- | Gosamtaziditit 49.4 67.2 41.2 
bleiben a. 
Horamen ovelo+ Freie HO! 35.3 54.3 208 
Datum, 1922. 18) JuUe 18. IIL 19. III 
Fall 3. S. N. : 
34 j. 8 Gesamtuziditiit 38.0 33.4 37.0 
Syringobulbie =? te 
freie HCl 26.9 23.0 22.3 
Datum 1923. 
Fall 4. E. K. |- 
25 j. & Lungen-- Gesamtaziditit 
distoma 
freie HCl 
Datum. 1923. 
Fall 5. R. M. 
34 j. G& Morbus) Gesamtaziditit 
Banti 
freie HC] 
Datum 1923. 
Fall 6. S. M. 


39 j. Y paroxys- 
male Himo- 
globinurie 


Gesamtaziditat 


freie HCl 
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IV. 
Kontroll- Hauptversuche Kontroll- Hauptversuche Kontrol 
versuche (100 com. 1% NaHCO,) versuche 5 of NaHOO,) versuche 
1 Stunde | 2 Stunden 1 Stunde i 
vor d. Essen/vor d. Essen vor d. Essen 
4, TIT. 3. TIT. 5. TIL. 
45.8 40.8 51.7 
33.3 27.5 38.8 
8. III. 6. IIL Veo Lid. 
67.0 81.5 50.7 
57.7 73.5 43.0 
11, I. 1923. Aneel 13. I 
29.0 26.0 29.0 
19.0 13.0 17.0 
1% ae 12UL 
15.8 17.6 
6.0 48 
bustle 13. IT 
16.0 10.2 
5.6 0 
13. IL. 14. II. 
43.0 37.6 
30.2 23.4 
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dass die Alkaliwirkung erst spiiter in die Erscheinung tritt. Nun 
habe ich also im folgenden das Alkaliklystier (100 cem 1-5 proz. 
Natriumbikarbonatlésung) 1-2 Stunden vor der Darreichung des 
Probefrithstiicks (60 ¢ Brot und 300 ccm Wassser) ausgefuhrt. 
Hier wurde der Mageninhalt stets cine Stunde nach dem Essen 
aufgehebert. 

Aus der Tabelle IV ersieht man, dass die eine oder zwei 
Stunden vor dem Essen ausgefithrte rektale Zufuhr von 100 
ecm der 1-5 proz. Alkalilésung im allgemeinen keinen nennens- 
werten Einfluss auf den Saéuregehalt des Mageninhaltes ausubt. 
Obwohl beim Fall 5 die freie Salzsiure nach Alkalizufuhr ganz 
fehlte, so war ihr Gehalt doch schon beim Kontrollversuche sehr 
niedrig (5.6), so dass man wegen der zu geringen absoluten 
Abnahme nichts sicheres tber die Alkaliwirkung sagen kann. 

Weil le Noir, Richet und de Fossey, wie oben erwahnt, 
neulich mitteilten, dass das Tropfenklystier von 500 ccm 1.5 proz. 
Bikarbonatlosung bei Gesunden wie bei Ulkuskranken die Aziditat 
des Mageninhaltes deutlich herabsetzt, so habe ich ihre Arbeit 
nachgepruft. 

Dazu habe ich ebenso wie die oben genannten Autoren den 
Versuchspersonen 500 ccm 1.5 proz. Bikarbonatlésung im morgens 
nichternen Zustande durch Tropfenklystier zugefiihrt. Der Einlauf 
dauerte bei meinen Versuchen ungefihr 14 Stunde. Direkt nach 
Beendigung der Alkalizufuhr wurde das Probefrithstiick (60 ¢ Brot 
und 300 ccm Wasser) verabreicht und eine Stunde danach wurde 
der Mageninhalt ausgehebert, um dessen Aziditit mit der beim 
Kontrollversuche in Vergleich zu stellen. 


Rektale Alkalizufuhr und Magensaftsekretion. 209 


TABELLE V. 
Hauptversuche 
Arten der Kontroll- (Alkalizufuhr 
Versuche versuche durch Trop- 
fenklystier). 
Datum 1923. emis TL Ve 
iol ah, MMS Sh Bile ZS 
Gesamtaziditat 69.0 949 
Loeukiimie 
freie HCl 46.8 714 
Datum 1923. 19. IV. 20. LV. 
Fall 2. S. N. 35 j. & 
Gesamtaziditit 47.6 45.6 
Syringobulbie 
freie HCl 33.6 33.2 
Fall 3. K. M. 295.3 Datum 1923. 237 LV. 24. VL 
Starre nach Gesamtaziditit 74.8 64.8 
Encephalitis epid. freie HCl 55.6 45.6 
Datum. 1923. 25. LV. 26. VI. 
Fall 4. R. M. 343. 8 
C esamtaziditat 12.8 30.8 
Morbus Banti 
freie HCl 4.8 18.4 
Fall 5.-K. &. 8245. Datum. 1923. Bile Oe : Uf, 2X 
Prizirrhotischer Gesamtaziditiit 19.2 14.4 
Milztumor frais HG) : 9.0 4.4, 


Wie die Tabeile V zeigt, konnte ich bei meinen Versu- 
chen an 5 Fallen keinmal nachweisen, dass das Tropfenklystier 
von Alkalilésung die Aziditait des Mageninhaltes deutlich herab- 
setzt. In zwei Fallen wurde sogar cher ein leichter Anstieg der 
letzteren gefunden. 

Alle diese Versuche wurden, wie die Tabellen zeigen, an 
Menschen mit verschiedener Magensekretion ausgefiihrt, und so 
muss man daraus schliessen, dass einmaliges Alkaliklystier als 
Regel beim Menschen die Magensaftabsonderung weder bei Hyper- 
noch bei Hyposekretion merklich herabsetzt. 
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VERSUCHE AM HUNDE MIT EINMALIGER REKTALER 
ALKALIZUFUHR. 


Weil meine Untersuchungen am Menschen stets negatiyv 
ausfielen, so babe ich zuniichst beabsichtigt, die Versuche wie 
Kasanski am Hunde mit isoliertem kleinen Magen auszuftihren. 

Die Operation fiir Herstellung des isolierten kleinen Magens 
wurde von den Chirurgen Herren Dr. K. Ishii, T. Otsuka und 
C. Suzuki aus der chirurgischen Klinik von Prof. H. Shioda 
ausgefiihrt, woftir ich ihnen sehr dankbar bin. 1-2 Wochen nach 
der Operation wurde dem Hunde Milch gegeben, um zu prifen, 
ob der Kleinmagen vollstindig vom Hauptmagen isoliert ist. 
Wenn dabei keine milchig getriibte Flissigkeit aus dem kleinen 
Magen herausfloss und so bestitigt wurde, dass die Operation 
mit gutem Erfolee gelang, wurde der Hund zum _ Experiment 
gebraucht. 

Beim Versuche wurde 100 g rohes magezes Rind- resp. Pferde- 
fleisch dem Hunde morgens bei leerem Magen gegeben und der 
aus dem Kleinmagen herausfliessende Magensaft zur Untersuchung 
genommen. Im Hauptversuche wurde Natriumbikarbonatlésung 
vor der Nahrungsaufnahme rektal zugefithrt. Um die sekretorische 
Wirkung des Fleisches in Haupt- und Kontrollversuchen méglichst 
gleich zu halten, habe ich in beiden Versuchen dasselbe Fleisch 
gebraucht, indem die Versuche an aufeinander folgenden Tagen 
ausgefthrt und das Fleisch am ersten Tage vor dem Gebrauch 
zerhackt und dann im Eisschrank aufbewahrt wurde, um es wieder 
am nadchsten Tage zu gebrauchen. 

Versuchshund Nr. 1. Kérpergewicht 11.25 kg. Operation am 5. April 
1922 ausgefiihrt. 

Versuchshund Nr. 2. Kérpergowicht 9.75 kg. Operation am 21. Juni 
1922 ausgofiihrt. Dieser Hund starb am 17. August. Obduktion hat festge- 


stellt, duss die Operation ganz gut ausgefiihrt wurde und beide Magonteile 
vollstindig voneinander abgetrennt waren. 


Versuchshund Nr. 3. Kérpergewicht 10.49 kg. Operation am 29. Septem- 
ber 1922. 


Versuchshund Nr. 4. Kérpergewicht 9.50 kg. Operation am 20. Mai 1923. 
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Bei Versuchen an diesen vie: Hunden wurde der nach der 
Fleischdarreichung aus dem Kleinmagen herausgeflossene Magen- 
salt halbstiindlich gesammelt und die Gesamtaziditit wie freie 
Salzsiure an dem gemischten gesamten Magensaft bestimmt. 

Wir untersuchten zuerst den Einfluss der direkt vor der 
Nahrungszufuhr vorgenommenen rektalen Alkalizufuhr (100 cem 
einer 0.5 proz. Natriumbikarbonatlésung) auf die Magensaftsek- 
retion. Die Untersuchungs:esultate sind in folgende: ‘Labelle 
ubersichtlich zusammengestellt. 

Wie die Tabelle VI zeigt, haben wir bei 6 Versuchsgruppen 
an drei Hunden viermal keinen Einfluss der Alkalizufuhr auf die 
Magensaftsexretion gesehen, waihrend beim Versuchshunde Nr. 3 
einmal (Versuch IZ) nur die Saftmenge und ein anderes Mal 
(Versuch ITT) die Sekretionsmenge wie der Siauregehalt des Ma- 
gensaftes nach der Alkalizufuhr deutlich kleiner gefunden wurden 
als bei Kontrollversuchen. Hier war die Sekretionsmenge in der 
ersten Halbstunde fast gleich und ihre Abnahme wurde erst von 
der zweiten an bemerkbar, um bis zum Ende des Versuches, 
namlich drei Stunden nach der Nahrungsaufnahme resp. Alkali- 
gufuhr, fortzudauern. 

Obwohl bei Versuchen am Menschen nach dez Alkalizufuhr 
relativ haufig eine leichte Steigerung der Aziditit des Magenin- 
haltes getroffen wurde, so wurde doch hier eine ahnliche Erschein- 
ung vermisst. Also in keinem Fall war die Sekretionsmenge des 
Magensaftes nach Alkaliklystieren grésser als beim Kontrollver- 
suche. Wenn die Aziditit des Magensaftes auch nur einmal (Nr. 
1, Versuch I) nach der Alkalizufuhr etwas grésser gefunden wurde, 
so ist der Unterschied doch zu klein, als dass man demselben 
irgendwelche Bedeutung beimessen kann. 

Zuniichst habe ich dieselbe Menge Alkali (100 cem von 0.5 
proz. Bikarbonatlésung) eine Stunde vor der Nahrungsaufnahme 
zugefihrt. 

Diesmal (Tabelle VII) habe ich bei fiinf Versuchen an vier Hun- 
den nur einmal (Hund Nr. 8, Versuch II) eine deutliche Abnahme 
der Sekretionsmenge wie der Aziditit des Magensaftes nach Alkali- 
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yufuhr gesehen. Hier war die Abnahme schon von der ersten 
Halbstunde an deutlich sichtbar, wihrend sie nicht bis zum Ende 
des Ve-suches fortdauerte, so dass die Werte schon zwei Stunden 
nach der Nahrungsaufnahme, also drei Stunden nach der Alkali- 
zufuhr, mit dem Kontrollversuche gleich gefunden wurden. In 
den ubrigen zwei Versuchsreihen (Hund Nr. 2 und Nr. 3, Versuch 
I) war die Aziditit nach Alkalizufuhr bei gleiclbleibender Saft- 
menge etwas kleiner als bei den Kontrollversuchen. Dagegen 
wurde eine nennenswerte Steigerung der Saftabsonderung oder der 
Aziditat nach Alkalizufuhr hier ganz vermisst. 

Hier sei bemerkt, dass eine deutliche Abnahme der Sekre- 
tionsmenge wie der Aziditit des Magensaftes nach dem Alkali- 
klystiere in vorliegenden wie in vorangehenden Versuchen nur am 
Hunde Nr. 3 beobachtet wurde, wiihrend bei drei anderen Hunden 
eine solche Erscheinung ganz oder fast ganz vermisst wurde 
(vergl. auch Tabelle VII). Bei solcher Sachlage liegt der Gedanke 
nahe, dass die Alkaliwirkung auf die Magensekretion individuell 
verschieden ausfallt. 

In folgenden Versuchen wurde Natriumkarbonat (100 ccm von 
0.5 proz. Lésung) statt Bikarbonat ebenso eine Stunde vor der 
Nahrungsaufnahme rektal zugefuhrt. 

Hier (Tabelle VIII) wurde bei ftnf Untersuchungsreihen an 
vier Hunden keinmal eine nennenswerte Beeinflussung des Al- 
kaliklystiers auf die Saftmenge wie die Aziditaét gesehen. 

Endlich habe ich den Hunden 300 ccm von 1 proz. Bikar- 
bonatlésung eine Stunde vor der Fleischaufnahme rektal zugefihrt, 
um zu sehen, ob die sekretionshemmende Wirkung des Alkalis 
bei der Vergrésserung der zugeftihrten Alkalimenge deutlicher in 
die Erscheinung tritt. 

In diesen Versuchen (Tabelle IX) hat die Alkalizufuhr die 
Sekretionsmenge des Magensaftes tiberhaupt nicht merklich beein- 
flusst. Nur beim Hunde Nr. 3, bei welchem die sekretionshemmende 
Wirkung des Alkaliklystiers auch in vorangehenden Versuchen ab 
und zu sichtbar war, wurde die Aziditét beim Versuche am 
dirtten Mai kleiner gefunden als bei Kontrollversuchen. Kurz, die 
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Sekretionsabnahme wurde hier durch die Vergrésserung der 
Alkalizufubr nicht merklich verstirkt. 

Nach den oben auseinandergesetzten Versuchen scheint die 
rektale Zufuhr von 100 ccm 0.5 proz. Bikarbonatlésung beim Hunde 
auf die Magensaftsekretion oft vermindernd einwirken zu kénnen, 
obwohl die Abnahme bei meinen. Versuchen nicht so deutlich wie 
nach Angabe von Kasanski war. Bei meinen zahlreichen Unter- 
suchungen war es auffallend, dass die sekretionshemmende Wirkung 
des Alkalis bei verschiedenen Versuchsanordnungen stets beim 
Hunde Nr. 8 deutlicher in die Erscheinung trat als bei anderen. 
Diese Erscheinung deutet wohl darauf hin, dass die Alkaliwirkung 
auf die Magensaftsekretion individuell verschieden ist. Bei Ver- 
suchen, wo die sekretionshemmende Wirkung des rektal zugeftihrten 
Alkalis deutlich zum Vorschein kam, schien es, als ob die Alkali- 
wirkung nicht sofort, sondern erst etwa nach einer halben Stunde 
aufgetreten sei und zwei bis drei Stunden lang fortgedauert hiitte, 
so dass die Sekretionsabnahme bei der direkt vor der Verabreich- 
ung des Fleisches ausgefiihrten Alkalizufubr erst von der zweiten 
Halbstunde in die Erscheinung trat, wahrend sie bei Versuchen, 
wo Alkali eine Stunde vor der Nahrungsaufnahme zugefthrt wurde, 
von Beginn des Versuches an nachweisbar war und doch schon 
zwei Stunden nach der Nahrungsaufnahme abklang. Weil die 
Zahl der Versuche, wo eine solche Erscheinung beobachtet wurde, 
yu klein war, so ist es auch nicht ganz ausgeschlossen, dass 
dieser Befund nur ein Zufall ist. 


VERSUCHE MIT TAGLICH WIEDERHOLTEN REKTALEN 
ALKALIZUFUHREN. 


Wie oben erwihnt, habe ich bei meinen Untersuchungen 
gefunden, dass einmalige Alkalizufuhr per Rectum beim Hunde 
ab nnd zu eine deutliche Herabsetzung der Magensaftsekretion, 
aber beim Menschen keine solche nach sich zieht. Weil aber 
damit noch nicht ganz ausgeschlossen ist, dass rektale Alkalizufuhr 
im Falle, wo sie tiglich wiederholt wird, sich etwas anders ver- 
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halten wiirde, habe ich die Frage im folgenden am Menschen 
und am Hunde untersucht. 


A. Versuche am Menschen. 


Hier wurde tiglich je 200 cem von 2.5 proz. Natriumbikar- 
bonatlésung am Morgen eine Stunde vor dem Frithstiick rektal 
gugefiihrt. In der Periode mit Alkalizufuhr sowie in der Vor- 
und Nachperiode wurde der Mageninhalt, welcher eine Stunde 
nach dem Probefrihstiick (60 g¢ Weissbrot und 300 ccm Wasser) 
aufgehebert wurde, auf die Aziditit bestimmt. Die einzelnen 
Daten sind in folgender Tabelle X wiedergegeben. 

Bei meinen Untersuchungen an vier Fallen, wo 200 ccm von 
2.5 proz. Natriumbikarbonatlésung 5 bis 11 Tage lang taglich 
rektal zugeftthrt wurde, blieb der Unterschied der Untersuchungs- 
resultate bei Haupt- und Kontrollversuchen innerhalb der physio- 
logischen Variationsbreite, so dass man annehmen muss, dass beim 
Menschen auch eine solche ther mehrere Tage lang fortgesetzte 
rektale Alkalizufuhr fiir die Herabsetzung der Magenaziditit 
wirkungslos ist. 


B. Versuche am Hunde. 


In diesen Versuchen ging ich so vor, dass ich den Hunden 
mit Kleinmagen 100 ccm von 0.5 proz. Bikarbonatlésung tiglich 
eine Stunde vor der Nahrungsaufnahme rektal zufithrte und deren 
Einfluss auf die Magensekretion untersuchte, indem ich dabei in 
Haupt- und Kontrollversuchen den nach Verabreichung von 100 g 
Fleisch aus dem Kleinmagen herausfliessenden Saft zur Unter- 
suchung nahm. Wahrend der ganzen Versuchsperiode wurde den 
Hunden tiglich dieselbe Kost gegeben, welche aus 250¢ Reis 
(lufttrocken gewogen, dann gekocht), 250g Fleisch, 4.5 g Kochsalz 
und 300 ccm Wasser bestand. 

Wie die Tabelle XI zeigt, habe ich beim Hunde Nr. 4 
keinen Einfluss der Alkalizufuhr auf die Magensaftsekretion 
gesehen, wihrend beim Hunde Nr. 8, bei welchem die Alka- 
liwirkung auch in vorangehenden Versuchen oft deutlich in die 
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Erscheinung trat, die tiglich wiederholte rektale Alkalizufuhr auf 
die Magensaftabsonderung unverkennbar herabsetzend einwirkte. 
In zweimal wiederholten Versuchen an diesem Hunde habe ich 
gefunden, dass die Saftmenge wie der Siiuregehalt in der Alkali- 
periode im Laufe der Zeit deutlich abnahmen. 


ZUSAMMENFASSUNG. 

1) Das Klystier von physiologischer Kochsalzlésung beein- 
flusst beim Menschen die Magensaftsekretion gar nicht. 

2) Durch das direkt oder 1-2 Stunden vor der Nahrungs- 
aufnahme ausgefthrte Klystier von 100 ccm von 1-5 prox. 
Nartiumbikarbonatlésung wird die Absonderung des Magensaftes 
gewobnlich beim Menschen nicht merklich unterdriickt. Haufiger 
wurde bei Alkalizufuhr eine stirkere Aziditét des Mageninhaltes 
gefunden als bei Kontrollversuchen, obwohl der Unterschied 
gewohnlich innerhalb der physiologischen Variationsbreite lag. 

3) Die Angabe von le Noir u. a., dass das Tropfenklystier 
von Natriumbikarbonatlosung (500 ccm 1,5 proz. Losung) mit 
seltener Ausnahme eine deutliche Herabsetzung der Aziditit des 
Magensaftes verursacht, konnte ich nicht bestitigen. Also bei 
meinen Versuchen an fimf Fallen, wo dieselbe Menge Alkali 
tropfenweise im Laufe von 11 Stunde rektal zugefthrt wurde, 
wurde die herabsetzende Wirkunge davon auf die Aziditit des 
Magensaftes ganz vermisst. 

4) Bei Versuchen am Hunde mit isoliertem Kleinmagen 
beobachtet man, dass eine direkt oder eine Stunde vor der Fleisch- 
verabreichung ausgeftihrte rektale Alkalizufuhr (100 ccm von 
0.5 proz. Bikarbonat- und Karbonatlosung) oft eine unverkenn- 
bare Verminderung der Sekretionsmenge des Magensaftes und 
noch haufiger die Abnahme seiner Aziditaét verursacht, obwohl 
der Grad der Verminderung nicht so stark ist, wie Kasanski 
angibt. 

5) Die sekretionshemmende Wirkung des rektal zugeftihrten 
Alkalis konnte ich bei Hunden durch die Steigerung der Dosen 
nicht erhohen. 
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6) Bei meinen Untersuchungen am Menschen, welchen 
200 cem von 2.5 proz. Natriumbikarbonatlésung 5-11 Tage lang 
tiiglich einmal rektal zugefiihrt wurde, konnte ich keine Abnahme 
der Magensaftsekretion konstatieren. 

7) Bei der an zwei Hunden tiiglich fortgesetzten rektalen 
Alkalizufulz wurde an cinem Hunde gefunden, dass die Sekre- 
tionsmenge wie die Aziditit des aus dem Kleinmagen heraus- 
fliessenden Magensaftes in der Alkaliperiode mit der Zeit deutlich 
abnahm. 

8) Bei meinen Untersuchungen an Hunden war es sehr 
auffallend, dass die sekretionshemmende Wirkung des Alkalis bei 
verschiedenen Versuchsanordnungen stets bei einem und demselben 
Hunde deutlicher in die Erscheinung trat als bei anderen. Es 
ist also héchst wahrscheinlich, dass die Wirkung des Alkalis auf 
die Magensekretion individuell eine deutliche Verschiedenheit 
zeigen kann. 

9) Aus allen oben auseinandergesetzten Befunden geht hervor, 
dass man beim Menschen im allgemeinen nicht erwarten kann, 
durch Alkaliklystier den Saduregehalt des Mageninhaltes herab- 
ygudriucken, wenn auch rektale Alkalizufuhr beim Hunde oft die 
Magensaftsekretion unverkennbar herabsetzen kann. Bei solcher 
Sachlage scheint mir die therapeutische Anwendung des Alkalikly- 
stieos fir die Herabdrickung der Aziditét des Magensaftes nicht 
begrtndet. Obwohl hier der’ Gedanke nahe liegt, dass die Azi- 
dititsabnahm2 bei Anwendung von grésserer Alkalidose als bei 
meinen Versuchen deutlicher in die Erscheinung treten wiirde, so 
geht es doch in Wirklichkeit nicht an, weil eine konzentriertere 
Losung oder zu grosse Menge Flissigkeit auf die Rektum- 
schleimhaut reizend wirkt und infolgedessen die eingefiihrte 
Losung bald entleert wird. Ausserdem spricht dagegen auch der 
Umstand, dass beim Hunde, wo die genannte Wirkune des Alkalis 
deutlich beobachtet wurde, die Sekretionsabnahme durch die Ver- 
grosserung der Alkalizufuhr gar nicht verstirkt wurde. 
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CHEMICAL STUDIES OF HEMATOPORPHYRIN 
RABBITS. 
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I. . INTRODUCTION. 


Under the direction of H. v. Tappeiner, O. Raab (1900) 
observed in his experiment the fact that the acridine hydrochloride 
which is capable of strong fluorescence possesses the power to 
kill the paramecium caudatum in the dispersed daylight, but not 
in the dark. Following this experiment it has been proved that 
a few other fluorescent substances have the same photcbiological 
property. A. Jodlbauer and H. v. Tappeiner (1904) have 
proved by their systematic research, that many substances which 
act photodynamically would fluoresce in their aqueous solutions, 
and that if their water solution does not fluoresce they do not 
possess the above mentioned property even if their chemical 
constitution may be similar to that of the fluorescent one. 

This interesting phenomenon was examined with many biologi- 
cal objects as follows; Bacteria: Bacillus prodigiosus (G. Dreyer 
1904), Bacterium lacticum (A. Jodlbauer and H. v. Tappeiner 
1904, 1905), Tubercle bacilli (D. M. Jacobson 1909), Spirillum 
volutans (P. Metzner 1919); Yeast (Tappeiner 1908); Enzy- 
mes: Invertase and Diastase (O. Tilmelz 1903, F. Rehm 1908, 
E. Stark 19038, H. Riegner 1904, H. v. Tappeiner 1905) ; 
Peroxidase (Jodlbauer and Yamada 1908), Katalase (M. Zeller 
and A. Jodlbauer 1908); Toxins: Ricin (Jodlbauer and H. v. 
Tappeiner 1903, 1905, H. Noguchi 1906); Crotin (Jodlbauer 
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and Tappeiner 1904); Diphtheric toxin (Jodlbauer and Tap- 
peiner 1904); Tetanotoxin (Jodlbauer and Tappeiner 1904) ; 
Tetanolysin (H. Huber 1905, Flexner and Noguchi 1906, 
Jodlbauer and Kudo 1906); Tetanus antitoxin (Jodlbauer 
and Tappeiner 1904, Flexner and Noguchi 1906); Cobra 
venom (H. Noguchi 1906); Precipitin (P. Fleischmann 1905). 

The cells and the organs of higher animals are also injured 
by the application of these substances. For example, by their 
action the ciliated epithelium of the frog lost its vibrating motion 
(Salvendi and Jacobson 1906), the epithelial cells of the fish 
are necrotized (A. Jodlbauer and G. Busck), the erythrocytes 
undergo the phenomenon of hemolysis (Sacharoff and Sachs 
1905, H. Pfeiffer 1905, W. Hausmann 1908), the leucocytes 
are caused to deliquesce after gradual cessation of their amoeboid 
movement (Salvendi 1906). It is reported by A. Jodlbauer 
and G. Busck (1905) that when a mouse or a rabbit is injected 
subcutaneously with one of the fluoresceine group and kept in 
the sunlight, its ears necrotize, its head and back lose the hair, 
and the eyelids and ears become edematous (A. Jodlbauer and 
and G. Buseck 1905). J. Prime (1900) observed the swellings 
and ulceration at the bare part of the body and the loss of the 
nails when a large dose of eosin was given to his epileptic patients 
for the purpose of therapeutics. 

There are, besides these fluorescent organic colouring 
matters, many substances of plant and animal origin, which pos- 
sess the same photodynamical effect. Thus Sacharoff and 
Hans Sachs (1905) and H. Pfeiffer (1905) discovered that the 
hematoporphyrin destroys. the red blood corpuscles; and W. Haus- 
mann (1908) found that the chlorophyll, bile and hematopor- 
phyrin kill the paramecium, and cause the hemolysis. W. Haus- 
mann (1910) performed his experiments on white mice by 
injecting the hematoporphyrin subcutaneously and exposing them 
to the dispersed day-light or arc-lamp light. The effect seemed 


to depend mainly moze upon the intensity of the light than 
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on the size of the dose. Accordingly he divided the symptoms 
into acute, subacute and chronic forms. 

The acute form, which ends with death in 1-2 hours after 
the exposure to the light, shows the most intensive irritative 
phenomena on the body surface. The mouse begins to rob its 
nose and mouth on the bottom of the cage; and scratches hard the 
various parts of the body with its nails. After a few minutes 
of suffering from these irritations the reddening of the ear auricles, 
extremities and tail follow. There appear the edema on the ears 
and on the body skin, the photophobia, the nose secretion, and 
the increased sensibility. After one hour’s exposure these irritative 
phenomena, the reddening of the ears etc. disappear and most of 
the animal shows also the dyspnea, and finally exhausted, lies 
down on his side and dies. 

In the subacute form, the general irritative phenomena appear 
much weaker and the ears, the extremities and the tail become 
more reddish than those of the acute. The edema appears all 
over the body, the photophobia and closing of the eyelids by the 
secretion take place, and the animals die within 1-2 days. 

The chronic form: when an injected animal, which has reddish 
ears as the result of the exposure to the diffused daylight or the 
arc-lamp light, is brought into a dark or half dark room, the 
symptom changes to a chronic one and continues for weeks or 
months. The redness of the ears and the edema of the entire surface 
of the body lessen gradually, while the ears become parchmentlike 
after 2-3 days from the necrosis due to the multiple thrombosis 
and finally fall off. The eyes are plastered up and the hair is 
lost around the eyes and all over the extremities. 

As W. Hausmann’s investigation on the animal, however, 
was concerned chiefly with the external symptoms, and not with the 
constitutional changes that are going on within the body and 
there has been no investigation in this particular line, as I 
have taken up this study, the result of which is given in the 
following paper. 
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II. Tae MaArerraL AND THE METHOD. 


Hematoporphyrin. 40 liters of defibrinated ox blood was 
centrifuged and the red blood corpuscles were washed 3 times 
with the physiological saline solution. Hemin was obtained from 
this erythrocytes by K. A. H. Mérner’s method (1896), and 
used for the preparation of the crystalline hematoporphyrin hydro- 
chloride after M. Nencki and J. Zaleski (1900). Directly before 
use the hematoporphyrin, which had been kept ina desiccator 
over conc. sulphuric acid, was dissolved in physiological saline 
solution in the concentration of one per cent. 

Rablit. Rrabbits were chosen in most of my investigations, 
for they are comparatively large in size and suitable for blood.- 
taking and other experimentations. The albino rabbits of about 
2 kg. were used. To every kg. of the body weight, 0.05 gm. of 
the hematoporphyrin was injected subcutaneously on the back of 
the animal. The rabbits were fed everyday at noon on of 
“Okara” and the greens, the amount of the former being 1/10 
the body weight while the latter, 1/20 of the same. 

Method. After the injection of 0.05 gm. of hematoporphyrin 
hydrochloride per kg. body weight to each of the rabbits, the first 
group of rabbits was kept in a dark room, the second was placed 
in the diffused daylight near the windows at the north side of 
the room and the third was exposed to the direct sunlight. 
The first group presented no symptom of any sort. The second 
group of animals showed also no change of any kind even after 
a prolonged period (25 days.) The animals of the third group 
were exposed to the direct sunlight on a clear day of March 
in Tokyo. In the course of 5-10 hours the running of the tears, 
photophobia, the reddening of the ears and the nose, the nasal 
secretion took place and later the ears took an abnormal position 
due to an intensive edema. The eyelids were closed up by the 
excessive secreta. When the animals were brought into a labo- 
ratory after they had been exposed to the sunlight for 21-40 
hours, all irritative phenomena and edema began to disappear. 
About one month later there occured a series of changes in t e 
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poe he was observed first, the dry necrosis then 
; & parchmentlike appearance, and finally fell off on 
its edge and gradually decreased its size. Lack of hair around 
the nose and eyelids and of the back was also observed. The 
animals with such chronic symptoms were used for chemical 
investigation. 

‘The methods employed for the analysis of the blood are as 
follows : hemoglobin, Fleischl Miescher’s hemometer ; number 
of red blood corpuscles, Thoma-Zeiss hemocytometer ; carbon 
dioxide capacity of plasma, van Slyke and Cullen (1917); 
total nitrogen, Folin and Farmer (1912); non-protein nitrogen, 
I. Greenwald’s trichloracetic acid modification of Folin and 
Denis (1915); blood fat, W. R. Bloor, Pelkan and Allen 
(1922) ; fibrin, E. Cullen and van Slyke (1920). 

The method of obtaining the blood. The blood for the determina- 
tion of hemoglobin, number of erythrocytes, and the blood 
sugar was taken at 8 a.m. through a small incision made on the 
edge of the ear while auricle of the animal, for the carbon 
dioxide, total nitrogen, non-protein nitrogen, blood fat and fibrin 
it was drawn from the common carotid artery and the jugular vein. 
For the study of carbon dioxide about 7 cc. of blood was aspirated 
from the jugular vein into a centrifuge tube containing a little 
powdered potassium oxalate and some paraffin oil, while for the 
determination of total nitrogen, non-protein nitrogen, blood fat 
and fibrin about 13 cc. of the arterial blood was taken by the use 
of canula from the carotid artery into each two centrifuge tubes, 
which contained also the potassium oxalate. 


Til. CHANGES IN THE BLOOD. 


The constitutional changes in the blood of the chronic hemato- 
porphyrin rabbit were studied in comparing the result of analysis 
with those obtained in the blood of both normal rabbits and 
the rabbits which were injected with hematoporphyrin but kept 
in a dark room for a week. The results of the experiments are 
given in the following tables (Table I, I, Il). 


Ohta 


Ka 


— 


< 


230 


RS0°0 0700 C6E6 PSG 8T0 9€0°0 69 GL6L oBBIOAY 
0200 6100 GELB 6 LY LITO 6L0°0 69 OLGL YQ 0905 LY 
9¢0°0 6€00 169% L6G S30 gG10'0 &9 IGGL S 9982 OL 
L¢0°0 6€0'0 ols LF 6r'0 e800 | aS IGGL S OglsZ Si! 
6°20°0 ¢Sé0'0 LSVG LES 61'0 660°0 £9 O66T oS 068 FT 
190°0 6£0°0 6696 gos 810 OLL‘0 G9 LV EL LY Ogls €L 
160 0 ¢€0'0 GIS 9°€S 020 8800 8g GLGE L 0681 6L 
S700 ¢E0'0 LETS O'OL 910 880°0 Lg 69 BL S O008r LE 
010°0 990°0 GGG V6S GTO 0600 €9 LVEL S Ogst OL 
0¢0°0 6700 6SVG 6LP a m0) Oslo 9g LOTTE S 060% 6 
660'0 S00 _TSLT HGS 8T0 0ZL0 99 LEVI LQ ogg 8 
“wb wb “wb 9) wp We “2)vut “bu “Pu 
“UU O92 “0 
vursutd poolq poorq 0} peonpet vuIsepd wBng | “TzaLe zed poolq 8 
09 QOL tod foo QoL tod NI] 99 QOL zed vurse yd ‘09 QOL xzod ae ” |go3h00ryyh10] ‘oo QOL rod SSL MA . “ 
N umtqry | ujord-uoy] Nv TeyOy, ‘0900E | prow Kuz | POE | yo coquanyy | urqoiZourozy pegs 
ut “00 


*}IQQRI [BULLION 
T Widve 


ial 
pe SéT0 000 GLL'S 619 GV 0 VOLO 1g €0°6 OBVIOAY 

A 2810 ce0'0 LIES V19 ogo 1600 Eq LE8 & 006 1G 
ony ; 
Se S70 600 990% O87 0g°0 s0r0 Tq €L'8 S 0093 0Z 
G TOL0 670'0 Lg9°% 1g9 G30 SOLFO 6G 196 S OOS 6. 
& ; 6010 6700 I8LT GOL 770 OZL0 67 GOOLE roy OOLZ SL 

“Wb “Wb “wb “00 "wb % 1)2Ue wh WB 

=| “WUE O9L “0 
o vuiseyL poorq poorly 0} poonpex vursyytd esas ‘muULO «od poolq % 
Py 09 QOL tod |:99 QoL zed NJ ‘99 QOL «od vurse[d ‘09 QOL asd ae sozA00Iq{A10] “09 QOL red AUSTO AK at ve 
= N Unqrq |urezyord-uoyy} NY [vyoz, 09 0OL prow Aqyaq jo Iequny | urqo;souey aL 

a ut *00 

5 = sf Le ae ee ES ee 

=a ‘(1% ‘oN) Skup 2 (0% oN) Lup g (6L ‘8L ON) woroofuz oy, xrozU skup 9g Toys, poorq “yrqqer urrkydtodoywumo py, 
=) 

a Wl WIidvat 
sel 990°0 9¢0°0 TELS €9P LT0 7800 9°9 T&T OSVIOAY 
as €10°0 1700 89L3 9'$7 0°0 080°0 09 V6L LY Cost Tg 
DN 130°0 910°0 LIES GUT vO 610°0 $9 ACHE LQ Oost 0€ 
= 910°0 920°0 £616 € 97 €T0 680°0 19 6&T LY 00st 66 
= 1490°0 6€0'0 €L8°S 06h 610 4100 69 GEE LY 00Lt 8@ 
op) 6700 6100 : €18% T87 _1é0 > /600 Gh LBL oy cose 96 
a “wh wb "wb “4 8) wb va “UU wb “wb 

“WU 09) “0 
es vuled poclq poorlq 04 poonpoa vurseyd avSng | “cruro red poolq : 
= 09 QOL Lod }'09 QOT ted N] ‘99 QOT r0d vurseyld ‘09 OOL «od poo seykooryy£19 | 09 QOL rod JUSTO AM a 
a N Urtqrg | areyord-uoN | N [40], ‘99 OOL prov A44R,7 Ta JO LequmMyy | UIqo[soueT] Eq 
z 

Ss ut FOO 


“ULOOL YIUp oy} ur Yoo wv 


Tl Wiava 


doy Sareq yiqqua poyofur urcLydrodoyvuto yy 


bo 
ey) 
bo 


K. Ohta: : 


As shown in these tables there is no change observed in the 
amount of the blood sugar, carbon dioxide, total nitrogen, and 
non-protein nitrogen, but the difference is quite noticeable in the 
decrease in amount of hemoglobin and the red blood corpuscles, 
an increase of amount of fat and a marked increase of fibrinogen 
in the exposed hematoporphyrin animals. In short, hematopor- 
phyrin gives rise to anemia, lipemia, and fibrinogenemia. 
The anemia may be result of the hemolytic action of hematopor- 
phyrin, as it is shown in the vitro experiment by Sacharoff 
and Hans Sachs (1905), H. Pfeiffer (1905) and W. Hausmann 
(1908). That the lipemia is caused by anemia in many other 
instances is shown in the experiments by H. Iscoverso (1913), 
E. Medak (1919), W. R. Bloor and Mac Pherson (1917), H. 
Dubin (1918), Joh Feigl (1919), Y. Horiuchi (1920) and W. 
Rh. Bloor (1921). In our case the lipemia might be also a result 
of anemia. ‘The reason for the increase in the amount of the 
fibrinogen requires a further investigation. 


IV. URINE. 


The urine of the chronic hematoporphyrin rabbit was analysed 
to see whether any change had taken place in it. The methods 
employed for the purpose are as follows: creatinine, O. Folin 
(1914); uric acid, S. R. Benedict and E. Franke (1922); urea, 
Folin and Cullen (1916); ammonia, Folin and Macallum 
(1912); chloride, Volhard-Salkowski (1881); calcium and 
magnesium, F. Tisdall and B. Kramer (1921). 

In the rabbit which had been kept for 2 days with the given 
amount of food as stated above, the composition of urine was 
examined for 2 or 3 days. 0.05 gm. of the hematoporphyrin per 
kg. of the body weight was injected and the urine analysis was 
performed each day for 8 succeeding days. ‘The animal was 
exposed to the direct sunlight about 7 hours every day and after 
the exposure it was kept in diffused daylight, the exposure amount- 
ing 36 hours in all. 


Daring 2 or 3 days after the injection the animal was eating 
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greens only, but ate only a part of the “Okara.” As the 
injected animal showed the tendency of having diarrhoea for 
a few days 1-2 gm. of the powdered “Chagara,” from beginning 
of the experiment, was given mixed with “Okara” per day, and 
a successful result was obtained. The urine was collected 
entirely in a bottle from 8 a.m. to 8 a.m. of next morning, the 
last collection being performed by catheterisation. The bottle 
contained 2-3 gtt. of cone. sulphuric acid to prevent the escape 
of ammoeia, and toluene was added to avoid putrification. The 
result of the examination is as follows (Table IV, V, VI). 
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According to the results of these tables there was found no 
great change in the urine before and after the injection. 


V. 


After the irritative phenomena had disappeared the blood 
examination of the hematoporphyrin rabbit was performed 
again, the methods being the same as above mentioned. (Table 


VID). 


TABLE VI. 
Number Non- ees 
Rab) 62" |- Hb of ersth- Fatty | 0, in| Total N| protein |, Fibrin 
Z the Blood | acid per N per 
bit} = per 100 | rocytes 100 cc. | per 100} N per 
injec- sugar | 100 cc. | 100 ce. 
No. tion |¢% blood| per plasma plasma |cc. blood} 100 ce. tna 
cmm. blood | ? 
days gm. mill. % gm. ce. gm. gm. gm. 
24.2. 23 12.5 6.2 0.090 0.21 67.0 2.663 0.042 0.087 
2S 21 12.5 5.5 0.087 0.21 57.6 3.013 0.064 0.132 
192} 69 13.2 6.9 |0.086| 0.21 41.0 | 2.733 | 0.049 | 0.072 
Ave: 12.7 6.2 | 0.088} 0.21 55.2 | .803 0.052 0.097 
rage 


As this table indicates 21 days after the injection the 
condition of the blood had returned to normal. 


CoNCLUSION. 

1. When a rabbit is injected with a certain amount of hemato- 
porphyrin and exposed to the sunlight for 5-10 hours the irrita- 
tive phenomena of poisoning are observed. 

2. At this stage the amount of hemoglobin and red blood 
corpuscles decreased and the increase of fat and fibrinogen 
content is obvious. 

3. Over 20 days after the injection and disappearance of the 


acute irritative phenomena the blood returns to normal condi- 


tionSe 
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The writer wishes to thank Professor S. Kakiuchi for advice 
throughout the course of the investigation. 
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I. INTRODUCTION. 


The object of this paper is mainly two fold; it is a study 
on the action of ultraviolet light on blood lipase in the presence 
or the absence of fluorescing dyes. It was stated by Pincussen 
and others that blood lipase is destroyed by ultraviolet rays, 
especially in the presence of fluorescing dyes, as eosine. Consider- 
ing that,*if it were true, many other interesting studies would 
issue, I have tested this fact. 

Secondly, the amount of blood butyrase in starvation and 
during feeding after starvation was determined. As we all know, 
the metabolism in the body is regulated tactfully by the action 
of enzyme. Whenever the metabolism of any body constituent 
or foodstuff is increased, the production of respective enzyme is 
also increased. In such a case the enzyme appears in the blood 
in a larger amount than usual. In any starving animal after an 
elapse of a certain time there appears always hyperlipemia. It is 
likely that the lipase content in the blood should be increased in this 
case. It is also interesting to know how the amount of lipase in the 
blood changes when any food is given to such a starving animal. 
In the following pages the result of my study will be given. 


Il. Tae MetrHop AND MATERIAL. 


Preparation of serum. About 5-10 ce. of the blood was drop- 
ped into a clean test tube from V. auricuraris posterior of the 
rabbit’s ear and placed in an ice-box for many hours until the 
clear serum separated out. In some cases the blood was taken 


239 


240 Toshio Azuma : 


into a centrifuge-tube directly from the vein and centrifuged at 
once. Serum separated in both cases was pipetted out into another 
clean tube and preserved in an ice-chest. 

Determination of butyrase activity. The activity of serum lipase 
is determined by the principle of Rona and Michaelis (1911). 
To the mixture of 60cc. of saturated tributyrin solution and 3 cc. 
of buffer solution was added lcc. of a properly diluted serum. 
Each of these component solutions had been previously placed 
in a thermostat at 30° for about 15 minutes. The value of surface 
tension of the mixture, which remained in the same thermostat 
was then measured by means of Traube’s stalagmometer, spe- 
cially designed by the author for this purpose, directly after 
mixing and at intervals of nearly 10 minutes. 


A--Stalagmometer B--Stirrer O--Regulator D--Kymograph E--Heater 


The stalagmometric measurement was performed at 30° in a 
thermostat regulated electrically, and each drop was registered 
on a kymographic drum, so that the number of drops could 
be counted conveniently and exactly. The reading of the 
first and the last drops on the scale of the stalagmometer was 
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facilitated by the flash of two electric lamps placed beside 
the scale. At the moment the drop reached the plate of 
the writing lever the lamp was lighted and the reading could 
be taken. 

The change of concentration of tributyrin under the influence 
of serum lipase was plotted out in a curve, the percentage amount 
of tributyrin rest in the solution being taken in ordinates and 
the time in minutes in abscissae. The percentage amouuts of 
tributyrin rest in the solution was calculated as follows. The 
number of drops at the moment of determination (N,) is 
substracted from that of the mixture (N,), in which the serum 
inactivated by heating at 60° for 5 hours is used instead of the 
serum in the experiment and this value is divided by the difference 
between the number of drops of the last named mixture and that 
of the mixture of buffer solution and serum (N) consisting just 
in the same ratio as used in the experiment only without addi- 
tion of tributyrin. 


4 0.0 530) Oe a: 


N NS Ne 


Tributyrin 60 cc. Buffer 3 cc. 
Serum (1:5) 1 cc. 
At the end of 


Tributyrin 
Aq. 60 cc. 60 cc. 
Buffer 3 cc. Buffer 3 cc. 


PH Serum (1:5) |Serum 1cc. 

1 ce. (1:5; in- 

activated.) ay 10’ 30! 55’ 80 
drops drops drops | drops | drops | drops | drops 

4 48.6 — _— -- — — — 
5 48.8 66.8 66.4 66.0 64.7 63.2 62.3 
6 48.2 66.5 65.7 64.7 61.8 59.2 57.8 
U 47.7 66.2 65 0 62.4 56.7 53.2 52.5 
8 47.5 65.9 64.8 62.2 56.5 53.0 52.5 
9 47.4 65.6 64.6 62.0 56.4 52.9 52.5 
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TTAB I Ele: (see Fig. 2r.) 


% % % % % % 


5 100.0 97.8 95.6 88.3 80.0 75.0 


95.6 90.1 74.3 60.0 52.4 
79.5 48.6 30.0 259 


aon Sf 
Ne) 
wo 
or 


94..0 79.9 48.9 30.0 27.2 


9 94.5 80.2 49.3 30.2 28.2 


III. Tse Inrivence or Acipiry ON THE ACTIVITY OF 
Serum Buryrase. 

The optimum of acidity of butyrase was determined by Rona 
(1911) as pH=7—8.6, and by Rona and Bien (1913 and 1914) as 
pH=8. I have also tested the influence of acidity on serum lipase 
using the phthalate-NaOH, KH,PO,-NaOH and boric acid-NaOH 
mixture as buffer. The result is shown in the following tables. 

As will be seen from the table we can assume that the 
optimal acidity lies at pH=7. We have therefore determined 


TABLE II. A 


Nt at the end of 


pH N NG 
as! 10’ sy! 20’ 30’ 45! 60’ 


drops | drops | drops | drops | drops | drops | drops | drops | drops 


6.4 48.0 66.3 63.3 — 62.0 — €0.9 €0.5 60.4. 
6.6 47.9 66.3 63.2 — 61.8 — 60.6 €0.1 59.9 
6.8 47.8 66.2 63.2 62.2 = €0.8 60.3 59.9 59.6 
7.0 47.7 66.2 63.2 62 0 = 60.6 €0.1 59.7 59.4 
7.2 47.7 66.2 63.2 62.1 — 60.9 60.3 59.8 59.5 


7.4 47.6 66.1 63.1 62.1 — €0.9 60.3 59.8 59.5 
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TABLE IL B. (sse Fig. 21.) 


Amount of tributyrin at the end of 


pH 
0’ 5! 10’ 15’ 20’ 30! 45! 60’ 

% % % % % % % 6 
6.4 100.0 84.5 _— 76.5 — 70.8 68.5 67.9 
6.6 100.0 83.8 — 75.2 — 69.0 66.5 65.3 
6.8 100.0 83.9 78.0 — 70.7 67.8 65.2 63.6 
7.0 100.0 83.5 THES — 69.7 67.0 65.0 63.5 
7.2 100.0 83.5 77.8 — 72.6 68.0 65.5 63.8 
7.4 100.0 84.0 79.0 = 72.1 68.5 65.8 64.5 


the butyrase activity in all of the following experiments always 
at the acidity pH=7. 


IV. Svapmiry oF Serum BUTYRASE DURING 
ITS PRESERVATION. 


As in the series of the following experiments it sometimes be- 
came necessary to determine the activity of serum in many samples 
taken out at nearly the same time, I was obliged to test how 
long the butyrase activity of the serum lasts in a preserved con- 
dition. It has been remarked quite often by many authors that 
determinations are conducted in the course of a few hours in fear 
of decomposition of butyrase, without however, so far as I know, 
any exact test of the durability of butyrase being carried out. 

To each 5cc. of serum in a series of small test tubes was 
added a varying amount of hydrochloric acid or sodium hydroxide, 
so as to make the acidity a certain desirable value, and all the 
tubes were placed in an ice-box. The activity of such a serum 
was determined directly and after the interval of 1, 2, 3,4 and 7 
days. Each determination was conducted at pH=7. The result 
was as shown in the following table. 
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TABLE TIL A. 
Tributyrin 60 cc.+ Buffer 3cc.4+Serum (1:5) 1 cc. 
Ne at the end of 
pH Days N Ny 
5! 15’ 30’ 45’ 60! 
drops | drops | drops | drops | drops | drops drops 
1 48.8 66.8 65.3 62.3 58.6 55.2 52.4 
5 
2 65.0 62.4 58.6 55.3 52.2 
@) 65.0 62.3 58.5 55.1 52.3 
x 48.2 66.5 63.8 61.4 57.5 53.9 51.3 
- 2 63.7 61.5 57.5 53.9 51.4 
3 63.9 61.5 57.6 54.0 51.4 
4 63.6 61.2 57.5 53.9 51.3 
1 47.7 66.2 64.5 61.3 57.5 53.9 51.4 
2 64.7 61.4 57.7 54.1 51.5 
u 3 64.6 61.4 57.7 54.1 51.5 
4 64.8 61.6 57.9 54.3 51.6 
5 64.9 61.8 58.2 54.7 52.1 
fi 47.5 65.9 64 2 61.5 56.6 526 50.8 
8 2 64.3 61.6 56.8 52.7 50.9 
3 64.4 61.6 57.1 53.2 51.0 
1 47.4 65.6 64.4 61.1 56.9 53.5 40.8 
9 2 
3 64.6 61.3 57.2 54.2 51.3 
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TABLE IIL. B. (see Fig. 3.) 


Amount of tributyrin at the end of 
pH Days 
0 5 15’ 30’ 45! 60’ 
25 eae i ag Fe 
1 100.0 91.7 75.0 54.4 35.5 20.0 
5 2 90.0 75.6 54.4 36.1 18.9 
3 90.0 75.0 53.8 35.0 19.4 
1 100.0 90.3 76.3 53.7 32.9 17.9 
‘ 2 89.7 76.9 53.7 32.9 18.5 
3 90.8 76.9 54.3 33.5 18.5 
4 89.1 75.2 53.7 32.9 17.9 
1 100.0 90.9 73.5 52.9 33.5 20.0 
2 91.9 74.1 54.0 34.1 20.0 
7 3 91.4 74.1 54.2 34.6 20.5 
4 92.5 75.2 55.2 35.7 211 
7 93.0 76.2 56.8 37.8 23.8 
1 100.0 90.8 76.0 49.4 21.7 178 
8 2 91.3 76.7 50.5 28.3 18.5 
3 91.8 76.7 52.1 31.0 19.0 
1 100.0 93.4 75.3 52.2 33.5 18.7 
9 2 = a = — 
3 94.6 76.4 53.8 37.4 21.4 


ne 


As we can see from the table the activity of butyrase does not 
change during 3 or 4 days at least, as long as it is preserved 
in an ice-chest. I have, therefore, when obliged to postpone 
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my determination to the next day, placed my sample in an ice- 
chest without any fear of deterioration of its enzymatic value. 


V. Tse Errect oF ULTRAVIOLET Rays ON THE STABILITY 
oF Serum LIPAsE. 


The effect of ultraviolet rays on the stability of enzyme was 
studied by Green (1897) on amylase, by Schmidt-Nielsen (1908) 
on zymase and by Jodlbauer (1907, 1909) on invertase, the enzyme 
in all of these cases being decreased after the exposure to ultra- 
violet rays. Jodlbauer observed further the fact that the destruc- 
tive power of light exposure cn invertase is increased by the 
presence of eosine. Agulhon (1912) proved that the absence of 
oxygen retards, while the presence of hydrogen peroxide promotes 
the rate of destruction. Chouchard (1914) concluded from the 
results of his experiment on dog’s pancreatic juice that the effect 
of ultravioletrays is more destructive on lipase than on amylase. 
Quite recently L. Pincussen and J. L. Anagnostu (1922) have 
reported the result of their experiment that the action of serum 
lipase decreases to some extent by the exposure to ultraviolet 
rays and is entirely checked whene eosin or methylblue is present. 

With the view of confirming Pincussen’s result first I have 
conducted the following experiment. In a series of experiments 
2-5 cc. of rabbit’s serum in a thin walled test tube or a plain 
parallel quarz cell were exposed to ultraviolet rays from a quarz- 
lamp or an iron-carbon are for 1 to 6 hours. ‘The activity of 
serum thus treated was determined as usual. In another series 
of experiments varying amounts of eosin were added to the serum 
and the activity of serum lipase before and after exposure to 
ultraviolet rays for different periods was determined. The results 
of my experiment are shown in tables ITV-VII. 

From these tables we can see that in my case there is no 
effect of ultraviolet rays observable either in the presence or in 
the absence of cosine on the serum lipase. 

As all these tables indicate, serum butyrase shows no weaken- 
ing in its activity when exposed to ultraviolet rays from quarzlamp 
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or iron-carbonlamp in the presence of eosine. This result does not 
coincide with that of Pincussen and Anagnostu. 


VI. Tae Errecr or Eostng AND LIGHT IN vivo on SERUM 
LIPASE OF RABBIT. 


Pincussen observed also an effect of light exposure on the 
activity of serum lipase of the rabbit which was previously in- 
jected with eosin. To test whether the effect of light may per- 
chance be observable in case of an animal experiment I made the 
following experiment. 5 rabbits weighing about 2 kilo were injected 
with a saturated eosin solution in amount of 1cc. per kilo body 
weight and exposed to an intense light from a carbon arc (1.3 cm.) 
in a distance of about 50cm. from the light source for 1 to 6 
hours. The serum obtained from the rabbit thus treated showed 
no difference in its lipase activity with that obtained before the 
exposure. In the other experiment it was accertained that the 
injection of eosin itself gives no visible influence upon the activity 
of serum lipase. Some of the data of these experiments are given 
below in tables XIII-XTI. 

As can be seen from these tables, there is no influence of 
light exposure observable on the animals injected with.eosin. This 
result contradicts also that of Pincussen. 


VIL. Tan Errect oF INJECTION OF CHININ, HEMATOPORPHYRIN, 
AMYL-NITRITE, CHotic Actb, LecirHin on ACTIVITY 
oF Serum LIPASE. 


The rabbit was injected with each of the above mentioned 
‘substances and the activity of serum lipase from the animal was 
determined. The results are given in tables XII—XVII and 
figure 4. 

As these tables indicate the injection of chinin, hematopor- 
-phyrin, potassium cholate and lecithin does not effect the butyrase 
activity of serum, while in the case of amyl-nitrite there is a 
‘marked decrease observable. 
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VIII. Tar Errecr oF CHININ, HEMATOPORPHYRIN AND 
LECITHIN IN VITRO ON THE SERUM LIPASE. 

In the other experiments the effect of chinin, hematoporphyrin 
and lecithin in vitro on the serum lipase activity was examined 
with results which are shown in tables X VITI—XXI and figure 5. 

As these tables show there was seen that in vitro only chinin 
gave a positive result, while hematoporphyrin and lecithin caused 
no influence. 

Next I examined ‘the effect of lecithin injection with eosine 
followed by light exposure. As the tables XXII and XXIII 
indicate there was no influence observable. 

It was observed by Kichiya Ohta (1924) in this laboratory 
that a lipemia of a considerable degree occurred at the exposure 
to sunlight in a rabbit injected with hematoporphyrin. 


XI. Conrents of Serum-Lipass on STARVING ANIMALS. 


In the case of starvation a lipemia of a considerable degree 
was observed in a rabbit by Bloor, Horiuchi and others. To 
determine the amount of lipase in such an animal the following 
experiments were conducted. Rabbits weighing about 2 kg. 
were led to starvation. In the lapse of a few weeks which 
varies according to season there appeared a distinct case of 
lipemia and in each case the serum of such an animal was opaque. 
The content of lipase was determined by the usual method, the 
result of which is given in the tables. 
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TABLE XXIV. A. 


Starved-rabbit 
Tributyrin 60 cce.+ Buffer 3cc.+Serum (1:5) 1 ce. 
INS S NIRS 


paren Body Nt 
starvation woth 4! 10’ 20! 30’ 45! €0" 
days gm.) drops | drops | drops | drops | drops | drops 
ale 2350 64.2 64.1 56.0 52.5 49.5 48.5 
10. 1860 63.8 59.9 55.7 52.4 49 5 48.5 
14. 1700 53.7 51.2 49.2 48.7 48.3 — 
18. 1410 —— 62.5 58.7 55.7 53.0 — 
19. ote 
TABLE XXIV. B. (see Fig. 6.) 
Deion Body- Amount of tributyrin at the end of 
starvation haa ey 10° «=| 20° | 30° | 45 | co! 
aes Be ewe Sheer ome dl eo oes |) 1 
10. 1860 80.2 60.7 39.8 23.4 9.0 4.0 
14. 1700 29.9 17.4 7.5 5.0 3.0 — 
18. 1410 — 73.6 54.8 38.3 26.4 -— 
19. a 


As will be seen in the table, in the starving animal the 
contents of lipase is increased considerably. Directly before the 
death from starvation, however, the lipase amount of serum 
decreases abruptly. To compare the grade of increase the follow- 
ing test was conducted. The serum from a starving animal was 
diluted 2, 3 and 4 times with buffer solution, and the lipolytic 
activity of each solution was examined. The results are given in 
the following tables and figures. 
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TABLE XXV. A. 
Starved rabbit 
Tributyrin 60 cc.+ Buffer 3cc.+Serum (1:5) lee. 
N=47.7, No =65.7. 
Duration Dilution Ne 
of of 
starvation serum. 5! 10' 20' 30’ 40’ 50’ 60’ 
days clrops | drops drops | drops | drups | drops | drops 
1. (2170 gm.) 64.2 | 62.2 | 59.0) 55.8 | 53.6 | 52.2] 511 
15. (1520 gm.) 61.0 | 57.0 | 51.8 | 50.1 | 49.6 | 49.3 — 
2 63.1 | 60.5 | 55.7 | 51.7 | 50.4 | 49.9 | 49.7 
3 63.8 | 62.1 | 58:7 1 55.2) | 52:7) 51-0) 504 
4, 64.7 | 63.2 | 60.5 | 57.6 | 55.2) 53.1] 52.0 
TABLE XXV. B. (see Fig. 7.) 
Duration Dilution Amount of tributyrin at the end of: 
of of 
starvation serum 5’ 10’ 20’ 30’ 40’ 50’ 60’ 
days % % % % % % % 
ale 91.7 | 80.6 | 66.8] 45.0] 82.8] 25.0} 18.9 
ib: W739 | SLT |) 228—43-37) 10:6 8.9 = 
2 85.6 | 71.1 | 44.49) 22:9) |) “15/0 |) 19:28) Soret 
3 89.4 | 80.0 | 61.1 | 41.7 | 27.8 | 18.3} 15.0 
4 94.4 | 86.1 | 71.12) 55.0) 41.71] 30.0 | 23.9 


From the table it can be concluded that the serum lipase in 
the above case is increased about 3.5 times in a starving animal, 
the value of which may vary naturally according to the circum- 


stances. 


X. THE EFFECT OF FEEDING ON THE HYPERLIPASEMIA 
CAUSED BY STARVATION. 


As described above the starvation causes an eclatant increase 
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of lipase content in serurh of the animal. It is therefore interest- 
ing to know how this increase of lipase is modified by feeding. 
When the animal was starved for 14 days there was a distinct 
increase of serum lipase observable. The 10 gm. of casein, or 
20 gm. of cane sugar were given orally. After the lapse of 8, 6 
and 24 hours the serum was taken out and its lipase content was 
determined. The results are tabulated as follows. 


TABLE XXVI. A. 
Starved rabbit. 
Feeding with canesugar. 
Tributyrin 60 cc.+ Buffer 3.cc.+Serum (1:5) lee. 
Ne 470 NG = 6d.1 


Ne 
Date 
5! 10’ 20' 30’ 40’ 50’ 60’ 
drops | drops drops drops | drops | drops | drops 

1. (2350 gm.) 62.7 60.6 56.7 53.3 50.8 49.7 4.9.4. 
14, (1580 gm.) 60.6 56.5 51.5 48.9 49.2 49.1 49.0 
2b after feeding} (0.5 Lsifail 52.2 49.8 49.3 49.2 49.0 

6b after feeding —_ 59.3 54.8 51.3 49.8 49.3 — 
24h after feeding| 62.6 60.5 56.7 53.0 50.4 49.6 49.4. 
3 days after feeding} 62.6 60.5 56.7 58.2 50.6 49.6 49.3 
4 days after feeding| 62.5 60.6 56.8 53.3 50.7 49.7 49.4. 


TABLE XXVI. B. (see Fig. 8.) 


Amount of tributyrin at the end of 


ah 5! 10’ 20' 30° 40’ 50’ 60’ 

V4 Wael sae RO) Os 
1. Se ae ee a ere of 
14. (RIOT 48.9 21.1 ab le?s 8.3 7.8 7.2 
34 after feeding| 71.1 52.2 25.0 11.7 8.9 7.8 7.2 

6 ) after feeding — 64.4. 39.4 20.0 ware 8.9 — 

24h after feeding] 82.8 Waa 50.5 29 4 15.0 10.6 9.4 

3 days after feeding| 82.8 711 50.0 30.6 16.1 10.6 8.9 
4 days after feeding| 82.2 TL.7 50.6 31.1 16.7 ileal 9.4. 


bo 
oP) 
bo 
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TABLE XXVILA. 


Starved rabbit. 
Feeding with caseine. 
Tributyrin 60 cc.+ Buffer 3cc.+Serum (1:5) Lee. 
IN= 47a Ng Oi le 


Nt 
Date 
5! 10’ 20' 20! 40’ 50’ 60’ 
drops drops | drops drops | drops drops drops 
1. (2700g) | 63.1 61.2 58.3 55.6 53.4 O14 50.2 
14. (1950 g) 61.8 58.8 54.2 51.1 49.7 49.4. 49.2 


3) after feeding| 61.7 59.0 54.5 51.3 49.7 49.4. 49.2 

65 after feeding} 62.6 60.4 56.2 53.0 51.0 49.8 49.2 

24h after feeding — 61.0 57.8 54.8 52.4 50.8 49.9 

3 days after feeding| 63.0 61.0 58.2 | 65.6 53.2 51.5 50.2 


4 days after feeding 63.1 61.3 58.3 56.5 53.2 51.4 50.2 


TABLE XXVIL B. (see Fig. 9.) 


Amount of tributyrin at the end of 


Date 
5! 10' 20' 30’ 40’ 50’ 60' 
a: oh |. 165 | 563 | 063 | aio | o08 | 108 
14. 78.3 61.7 36.1 18.9 11.1 9.4 8.3 
34 after feeding | 77.8 62.8 37.8 20.0 et 9.4 8.3 
64 after feeding 82.2 70.6 47.2 29.4. 18.3 ila are 8.3 
24) after feeding — (B23) 56.1 39.4 26.1 17.2 12.2 


3 days after feeding| 85.0 73.9 £8.3 43.9 30.6 OTA 13.9 


4 days after feeding| 852 75.6 58.8 48.9 30.6 20.6 13.9 


It seems to me, therefore, that the increase of serum lipase 
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in starved animals returns to its normal amount as soon as the 
animal has been fed. 


CONCLUSIONS. 


1. The optimal activity for serum butyrase lies at pH=7. 

2. The activity of serum butyrase is not impaired appreciably 
for several days, when preserved in an ice chest. 

3. The serum butyrase is quite resistent to the action of 
ultraviolet rays. This is also true even in the presence of 
fluorescent dye-stuff. 


4. Injection of eosine followed by the exposure to ultraviolet 


rays gives no influence on the content of serum butyrase. 


5. ‘The injection of amyl-nitrite decreases the butyrase con- 


tent of serum, while the injection of chinin, hematoporphyrin, 
potassium chlorate and lecithin does not show any effect. 
6. Chinin diminishes the activity of serum butyrase in vitro. 
7. The content of serum butyrase increases in a starving 
animal together with the developing lipemia. Directly before the 
death, however, serum butyrase loses a good deal of its activity. 
8. The hyperlipasemia caused by starvation returns to the 
normal condition as soon as the animal has been fed. 
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THE COMPARISON OF KATJANG HIDJO WITH 
YAENARI IN VITAMIN B (ANTINEURITIC 
FACTOR) CONTENT. 


By 


JUDO SENSHU. 
(From the Biochemical Laboratory, Institute of Medical Chemistry, 
Tokyo Imperial University. Director: Prof. 8S. Kakiuchi.) 
(Received for publication, April 23, 1924.) 


I. INTRODUCTORY. 


Grijns in 1901 discovered that the polyneuritis induced in 
birds by a diet of polished rice, could be prevented or cured by 
the administration of the Katjang hidjo (phaseolus radiatus). 
Since then numerous investigators (Grijns, Hulhof Pol, Edie 
et al.) attempted to isolate an active substance from this bean, and 
name of Katjang hidjo became well-known among the investigators 
in this field. But it seems to me curious that the vitamin content 
of this bean has not yet been determined. This fact encouraged 
me to attempt to determine its vitamin content. Fortunately our 
country produces a bean of the same species called Yaenari, and 
I wish to compare it with Katjang hidjo in their vitamin content. 

There are various methods at present used to measure the 
vitamin B content of food-stuffs, and we must pay some attention 
to the selection of the proper method. ‘The methods adapted 
nowaday are mainly following three: 

1. The first method, the yeast method, is regarded as 
unsuitable for testing the vitamin content in natural food-stufts. 

2. The second method is for the measurement of water-soluble, 
growth-promoting vitamin, and in which the vitamin content of 
food-stuffs is determined by their amount or proportion necessary 
to induce normal growth in a young rat fed upon the diet lacking 
only vitamin B. 
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This method is the best available for the measurement of 
so-called water-soluble, growth-promoting factor, but though the 
majority has the tendency to accept the view that the antineuritic 
vitamin and the growth-promotiong vitamin are the same substance, 
there are on the other hand many investigators who are of different 
opinion. Therefore, T gave up this method as unsuitable for my 
purpose of measuring antineuritic vitamin. 

3. The last method consists in determing the relative amount 
of the food-stuff to exhibit the same effect to prevent or cure 
polyneuritis in pigeons or fowls. 

a) In the curative experiment, the food-stuff is given in 
varying doses to birds, which have developed characteristic 
symptoms of polyneuritis, and the minimum dose required to cure 
the symptoms is determined. But the recent experiments showed 
that polyneuritis was amenable to other curative agents to a 
greater or less extent and moreover, it is convincible that the 
dose !required will vary according to the severity of the illness. 
Accordingly, I abandoned to use this method. 

b) The preventative method can be regarded as the most 
suitable for the measurement of antineuritic vitamin. 

The method used by Cooper or that by Chick and Hume, 
in which the minimum daily amount of food-stuff necessary to 
prevent the polyneuritis of birds fed upon polished rice after a 
period of 50-60 days is determined, requires much amount of 
food-stuffs and many days. 

It would be more convenient, therefore, if this method can be 
modified so that it requires less amount of material and shorter period. 


Il. THe new MeEruop. 


The results of the experiment of many years conducted in our 
biochemical laboratory, showed that there existed some remarkable 
regularity in the number of days required to induce polyneuritis 
in birds by the diet of polished rice, that is, the most of the 
birds fed freely upon polished rice showed unmistakable symptoms 
of polyneurities after 17-19 days. 
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Based upon this fact, a new method was suggested by Prof. 
Kakiuchi, in which the proportion of food-stuffs in the polished 
rice required to prolong the incubation period twice, that is to 
about 36 days, was determined, and the relative content of vitamin 
was determined. 

Vitamin content of Yaenari and that of Katjang hidjo were 
compared by this method. 

Only full-grown white cocks weighing about 1500 gm. were 
selected and fed on polished rice mixed with each of the two kinds 
of phaseolus radiatus in definite proportion. 


III. EXprrIvenvau. 


Experiment 1. 

Three cocks were fed freely upon polished rice only. 

Ist cock weighing 1550 gm. showed the symptoms of polyneu- 
ritis after 18 days. 

2nd cock weighing 1500 gm. showed the symptoms of polyneu- 
ritis after 19 days. 

3rd cock weighing 1560 gm. showed the symptoms of polyneu- 
ritis after 19 days. 
Experiment 2. 

Three cocks were fed upon polished rice containing 1% 
Katjang hidjo. 

1st cock weighing 1500 gm. showed the symptoms of polyneu- 
ritis after 29 days. 

Qnd cock weighing 1560 gm. showed the symptoms of polyneu- 
ritis after 28 days. 

3rd cock weighing 1490 gm. showed the symptoms of polyneu- 
ritis after 29 days. 
Hepervment 3. 

Three cocks were fed upon polished rice containing 1% 
Yaenari. 

Ist cock weighing 1600 gm. showed the symptoms of polyneu- 
ritis after 25 days. 
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2nd cock weighing 1500 gm. showed the symptoms of polyneu- 
ritis after 26 days. 

3rd cock weighing 1490 gm. showed the symptoms of polyneu- 
ritis after 26 days. 
Experiment 4. 

Three cocks were fed upon polished rice containing 2% 
Yaenari. 

Ist cock weighing 1550 gm. showed the symptoms of polyneu- 
ritis after 30 days. 

Qnd cock weighing 1540 gm. showed the symptoms of polyneu- 
ritis after 29 days. 

3rd cock weighing 1510 gm. showed the symptoms of polyneu- 
ritis after 30 days. 
Heperiment 6. 

Three cocks were fed upon polished rice containing 2% 
Katjang hidjo. 

Ist cock weighing 1480 gm. showed the symptoms of polyneu- 
ritis after 35 days. 

2nd cock weighing 1500 gm. showed the symptoms of polyneu- 
ritis after 35 days. 

3rd cock weighing 1550 gm. showed the symptoms of polyneu- 
ritis after 36 days. 
Experiment 6. 

Three cocks were fed upon polished rice containing 3% 
Yaenari. 

1st cock weighing 1480 gm. showed the symptoms of polyneu- 
ritis after 35 days. 

2nd cock weighing 1480 gm. showed the symptoms of polyneu- 
ritis after 36 days. 

3rd cock weighing 1510 gm. showed the symptoms of polyneu- 
ritis after 34 days. 
EHaperiment 7. 


T'bree cocks were fed upon polished rice containing 3% 
Katjang hidjo. 
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These three cocks grew weak and decreased in weight after 36 
days, but showed no symptom of polyneuritis after even 40 days. 
The results of above experiments were tabulated as shown below. 


Days of incubation period. 


Percentage of phaseolus 
Yaenari Katjang hidjo 
ye days days 
1 25 29 
2 30 35 
3 35 over 40. 


Thus I could find that the vitamin content of Katjang hidjo 
was about a half more than that of Yaenari.: 


VI. Summary. 


1) The new preventative method of determination was deviced. 
2) The relative vitamin content of Katjang hidjo and Yaenari 
was determined by this method. 


In conclusion, I wish to express my sincere thanks to Prof. 
Dr. Kakiuchi for many valuable suggestions, which were of great 
assistance to me in the prosecution of my work. 
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UBER DIE RESORPTION VERSCHIEDENER 
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(Aus dem biochemischen Institut der Kaiserlichen Universitdt 2u Tokio: 
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Seit fiinf Dezennien haben sich zahlreiche Forscher bemuht, 
die Vorgange bei der Resorption von Salzlésungen zu untersuchen, 
ohne jedoch dartiber eine zufriedenstellende Erklérung bringen zu 
konnen, indem alle unklaren Punkte auf die Lebenskraft der Zellen 
zurickeefihrt wurden. Infolgedessen scheint es mir, dass die 
Forschungen auf diesem Gebiete seit zehn Jahren nicht weiter 
gediehen sind. Die frithere Hypothese, wonach die Aufsaugung 
von Salzlésungen im Diindarme als ein rein physikalischer Vorgang 
(Filtration, Diffusion, Osmose) angenommen worden war, wurde 
durch die grundlegende Arbeit von Heidenhain (1895) angefoch- 
ten. Heidenhain stellte aus seinen sinnreichen Versuchen fest, 
dass der Resorptionsvorgang im Darme nicht nur durch einfache 
physikalische Gesetze beherrscht werde, sondern auch durch die 
physiologische Triebkraft zustande kommen miisse, die er mit dem 
Epithel der Darmwand verkniipfte. Als Grund dieser Behauptung 
hatte er die Resorption isotonischer und hypertonischer Salzlosungen 
und sogar des Blutserums im Diinndarme hervorgehoben. Ks gelang 
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ihm festzustellen, dass die Resorption nach der Schidigung der 
Darmwand mit Fluornatrium stark beeintrichtigt wurde. Auch 
zeigte Waymouth Reid (1896-1902), dass das ‘Serum eines Tieres 
in der eigenen Darmschlinge resorbiert wird, und dass die Resorption 
der Salzlésungen durch den Zusatz von Fluornatrium oder durch die 
Zerstérung des Epithels bei temporiirem Verschluss der die Darm- 
schlinge versorgenden Blutgefisse verhindert oder vernichtet wurde, 
und wies damit die aktive Teilnahme der Zellen an der Resorption 
nach. Cohnheim (1900) bekriftigte auch diese Behauptung da- 
durch, dass er aus seinem Versuche am isolierten tberlebenden 
Katzendarm den Resorptionsmechanismus auf die vitalen Krafte der 
Yellen zuriickfihrte, die die Darmward auskleidern. Nach der Er- 
klarung von Starling (1909) solle der Transport der Flissigkeit 
in den Blutweg aus dem Darm durch die Zellkrifte vermittelt wer- 
den, die im Stoffwechsel derselben bedingt sind, und anderseits 
durch physikalische Gesetze beherrscht werden. Gegen die Theorie 
von Heidenhain hatte Hamburger (1898) aus dem Grundgesetz 
der hydrostatischen Krafte auf die Resorptionssysteme eine An- 
schauung aufgestellt und angenommen, dass der intraintestinale 
Druck bei der Resorption im Darme eine grosse Rolle spiele, wie 
Friedenthal (1900) spiter den Briickeschen Zottenmechanismus 
als notwendiges Moment bei der Resorption annahm, wenn auch 
gleichzeitig Diffusion und Osmose dazukommen. 

O. Cohnheim (1898) hatte aus seinem Experiment das Resultat 
von Heidenhain als richtig, die Hamburgersche Angabe aber 
fur unrichtig erkannt, da die Resorption aus der Darmwand 
durch die intakte Fihigkeit des Darmepithels stattfinden miisse, 
und er hatte ausserdem noch cine andere Fiahigkeit der Darmwand 
gefunden, nimlich, dass durch dieselbe ein méglicher Diffusionsstrom 
aus dem Blute oder der Lymphe nach dem Darmlumen verhindext 
werde. Diese einseitige Permeabilitét der Darmwand konnte R. 
Hober (1899) nicht annehmen und yom chemischen Standpunkte 
der Salzlésungen aus schloss er, dass die Zellen bei dem Vorgang 


der Salzresorption keine wesentliche Rolle spielen, sondern auch die 
Natur der verschiedenen Salzlésungen in Betracht kommt. 
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Nach dem Versuche von Ernst Frey (1909) sollte der vitale 
Flissigkeitstransport aus dem Darmlumen fir die geldsten Stoffe 
nach beiden Richtungen von statten gehen, wo die Durchgingigkeit 
der Darmschleimhaut schon leicht ist, und anderseits wird sie durch 
Zelltitigkeit der gut resorbierenden Schleimhaut und gleichzeitig 
das Fehlen des Charakters als Membran bedinet. 

Da der Charakter der Membran leicht durch die Aziditit 
derselben beeinflusst werden dirfte, so scheint es mir sehr 
wunschenswert, den Einfluss der durch die Einspritzung von 
alkalischen oder sauren Ldésungen bedingten Reaktionsinderung 
des Blutes auf die Resorption der Salzlésung im Diimndarm zu 
studieren. 


2. VERSUCHSMETHODIK. 


Als bisherige gebriuchliche Methoden fir die Resorptions- 
versuche im Darme sind zwei Haupttechniken angegeben. Eine mit 
abgebundenem Darmrohr, die andere mit Darmfistel. Wenn man die 
beiden Versuchsmethoden vergleicht, ist Vorteil und Nachteil auf 
beiden Seiten vorhanden, aber wir sehen die Fistelmethode als 
uzweckmassig und physiologisch an. Betreffs der Fistelmethode 
sind verschiedene Operationsmodi angegeben worden, von denen die 
Thirysche Fistel, Vellasche Fistel und Parlowsche Fistel von 
den meisten gebraucht werden. Ich habe bei meinen Versuchen die 
Vellasche Fistel vorgezogen, um moglichst unter gleichen Bedin- 
gungen untersuchen zu kénnen, und zwar wahlte ich der Bequem- 
lichkeit der Versuche wegen ausschliesslich ausgewachsene kraftige 
Hiindinnen. Als Experimentierdarm isolierte ich ein etwa 40 bis 50 
em langes Darmstiick, dessen unteres Ende ungefiihr knapp hand- 
breit oberhalb von den Ileocoecalklappen entfernt war. Erst nach 
der vollkommenen Heilung fiihrte ich meine Versuche aus. Wihrend 
der Versuchszeit blieben die Tiere wohl und lebhaft, sodass ihr 
Korpergewicht immer zunahm (Tab. VI-VU). Tiglich nachmittags 
zu bestimmter Zeit fitterte ich die Tiere mit einem bestimmten 
Quantum yon Reis und Rindfleisch, wihrend die Resorptionsver- 
suche in der niichternen Zeit mit Abstand von 24 Stunden von der 
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letzten Nahrungsaufnahme, zuweilen an hintereinander folgenden 
Tagen, zuweilen einen Tag um den andern ausgeftihrt wurden. 
Wihrend des Versuchs hielt ich immer die Tiere aufricht stehend 
und lenkte ausserdem ihre Aufmerksamkeit méglichst ab, sodass 
ich ohne besondere Schwierigkeit den Versuch zu Ende ftihren 


konnte. 
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Apparat fiir die Resorptionsversuche (s. Fig. I). Ich modifizierte 
Gumilewskis Apparat (1886), der zum Einfléssen der zu unter- 
suchenden Flissigkeit sehr zweckmiissig ist. Die einzufléssende 
Losung wurde zuerst in den Glaszylinder (A) eingegossen, der in 
ein Warmwasserbad eingetaucht und mittels Gummirohr mit Bi- 
rette (B) verbunden war, um damit die eingeflossene Menge der 
Losung exakt bemessen zu kénnen, Durch Gummischlauch ist die 
Darmkaniile (C) mit einem Ende der Biirette verbunden. Um die 
Flissigkeit aus dem Glaszylinder nach der Birette zu senden, 
bohrte man ein Glasrohr in den Gummistdpsel des Glaszylinders, 
welches durch Gummischlauch mit der Birette verbunden war. Ein 
anderes Glasrohr, das den Gummistépsel durchbohrt, steht einer- 
seits mit einem Doppelballon, andererseits mit dem oberen Ende 
der Burette in Verbindung. Ausserdem geht noch ein Glasrohr 
aus dem Glaszylinder nach dem Manometer (D). 

Das Herauspumpen der Flissigkeit aus dem Glaszylinder zur 
Biirette und von der Biirette bis zur Offnung der Darmschlinge 
wurde durch die Vermittelung des Doppelballons und drei Klem- 
mer beliebig reguliert. 

Die hintere Offnung der Fistel wurde mit einem kleinen 
Gummiballon (Fig. IIL), der nur eine kleine Menge Wasser aus- 
spritzen liess, ganz dicht verschlossen. In die vordere Offnung der 
Fistel wurde eine Glaskaniile eingefithrt (Fig. II), die aus einem 
Glasrohr von 7 cm Linge und 5 mm Durchmesser und einem 
abgeschnittenen Gummihandschuhfinger besteht, der an beiden 
Riefen der Kaniile befestigt wird. Innerhalb des Glasrohrs befindet 
sich ein kleines Glasrohr, das obere Ende (a) desselben hat nach 
dem Gummiraum seine Offnung, das untere Ende (b) ist mit einem 
kleinen Gummischlauche verbunden. Wenn man nach der Hinftih- 
rung dieser Kaniile in die vordere Fisteléffaung das Wasser aus dem 
unteren Ende ausspritzt und den Gummischlauch mit Klemme 
verschliesst, kann die Kaniile sich ganz fest an die Fisteldffnung 
anschliessen. Die Fliissigkeit, die auf 38° C erwirmt wurde, konnte 
durch die Eréffnung der Klemme aus der Birette unter Druck 
yon 40-50 mm Hg leicht in den Darm hineinfliessen. Nachdem 
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eine bestimmte Menge von Flissigkeit in den Darm eingeflossen 
war, wurde die Klemme gut befestigt und der Gummischlauch, der 
mit dem unteren Ende der Birette verbunden ist, von der Burette 
abgetrennt. Nach einer bestimmten Zeit wurde das Wasser der 
Glaskaniile und der Ballon an der hinteren Offnung entfernt und 
die ausgeflossene Flissiekeit vorsichtig in einem Glaskolben gesam- 
melt. Um aber die vollstindige Entfernung der Flussigkeit zu 
erreichen, steckte ich sofort ein kleines Gummikatheter in eine 
Offnung hinein und die noch in der Darmschlinge bleibende Flis- 
sigkeit wurde ausgeblasen. Ausserdem wusch ich mit korperwarmem 
destilliertem Wasser mittelst dieses Apparates die Darmschlinge 
erindlich aus bis zum Verschwinden der Reaktion der zum 
Versuche verwendeten Salze. 

Die ausgeflossene Flissigkeit wurde genau gemessen, bisweilen 
nach sorgfiltiger Filtration, weil die Flissigkeit Schleimmasse 
enthalt, und ich stellte nun die analytische Bestimmung an. An- 
derseits wurde ungefiihr die Hilfte der Spilflussigkeit durch Ab- 
dampfen auf kleine Menge gebracht, um die Bestimmung auch hier 
exakt ausftthren zu kénnen. In der Vellafistel fand ich bisweilen 
eine midssige Menge Schleimmasse als Folge der katarrhalischen 
Entztndung, die die Resorption bedeutend storte. Um diese 
Schleimmasse zu entfernen, habe ich einen Tag vor dem Versuche 
mit physiologischer Kochsalzlésung ausgewaschen. Ebenso wirkt 
das Erbrechen der Tiere nachteilig auf die Resorption, wenn man 
abuormen Druck durch die tibermissige Ausdehnung des Gummi- 
ballons an beiden Offnungen auf den Experimentierdarm austiben 
laisst. Ausserdem neigt im allgemeinen nach langem Aufhoren der 
Resorptionsversuche die Funktion des Darmes zur Abschwachung, 
und bemerkte ich auch hier Schwierigkeit des Einfliessens der 
Flussigkeit in den Darm, was vielleicht durch Kontraktion des 
Darmes oder durch die Abknickung desselben bedingt war, jedoch 
nach einigen Versuchen sich wieder besserte. 

Da die Schleimhaut des Experimentierdarms mit der Zeit 
allmahlich Abschwichung der Funktion zeigt, prifte ich ihre 
Funktion mit 1/8 mol NaCl-lésung, wodurch ich den Funktions- 
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grad der Schleimhaut bestimmen konnte. 


3. UNTERSUCHUNGEN UBER DEN DARMSAFT. 


Da die Sekretion und die Resorption im Darmkanal gleich- 
zeitig zustande kommen sollten, so ist es unbedingt notwendig 
za bestimmen und in Rechnung zu bringen, welche Menge von 
Darmsaft wahrend der Resorption sezerniert worden ist. Auch ist 
es einerseits denkbar, dass die Sekretionsmenge des Darmsaftes 
durch die spezifische Ionenwirkung der einzelnen Salzlésungen auf 
die Darmwand beeinflusst wird. Aus diesem Grunde habe ich an 
meinen Fistelhunden vor den Resorptionsversuchen einige einfache 
Untersuchungen dariiber vorgenommen, obwohl Heidenhain 
(1894) bei seinen Resorptionsversuchen mit abgebundener Darm- 
saftsekretion dies nicht besonders bericksichtigt hat. 

Karbonatgehalt des Darmsaftes. Gumilewski hatte bei seinen 
Untersuchungen gefunden, dass der Karbonatgehalt des Darmsaftes 
mehr oder weniger bei verschiedenen Hunden verschieden ist, 
der Karbonatgehalt desselben Vistelhundes jedoch merkwurdiger- 
weise immer konstant bleibt. Rohmann und Gumilewski 
hatten deshalb diese gleichmissigen Bestandteile des Darmsaftes 
als Massstab fiir den sezernierten Darmsaft wahrend der Resorp- 
tion verwandt. Ebenso hatte R. Cobet (1921) bei seinen Resorp- 
tionsversuchen an Fistelhunden die hinzugekommene Flissigkeits- 
menge im Darme nach dem Na,CO,-Gehalt berechnet. Als 
Karbonatgehalt des Darmes bekam Gumilewski bei einem Fistel- 
hunde 0.449%, bei den andern 0.54%, wiihrend er von Pregel (1895) 
als 0.45497, und von L. B. Mendel (1896) als 0.423% angegeben 
worden ist. Um den normalen Gehalt an Karbonat des Darmsaftes 
ya konstatieren, habe ich folgenden Versuch angestellt. 

Zur Gewinnung des Darmsaftes bekam ich zufriedenstellende 
Erfolge dadurch, dass ich eine bestimmte Zeit nach der Futterung 
mit Reis und Rindfleisch in die vordere Offnung eine Glaskaniile 
mit Balloneinrichtung (Fig. 2) vorsichtig einftihrte, deren unteres 
Ende in Paraffindl in einen kleinen Erlenmeyerkolben eingetaucht 
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wurde, um Berithrung mit der Luft auszuschliessen. 

Fiir die Karbonatbestimmung wurde eine bestimmte Menge 
Darmsaft nach Zusatz von einem Uberschuss von N/10 H,SO, 
yur vollstiindigen Vertreibung von CO, erhitzt. Nach der Abkth- 
lung wurde die tibermiissige Siiure mit N/10 NaOH mit Lackmus 
als Indikator titriert und die gefundenen Werte wurden nun auf 
Natriumkarbonat umgerechnet. 

Im Folgenden lasse ich einige Daten sprechen. 

Hiweissgehalt wurde nach Kjeldahl, Chlor nach Volhard 
bestimmt. 


TABELLE I. 


Darmsaft von Hund Nr. IIL. (Jejunumschlinge), 


Datum eenriene Deets Ne Bemerkungen 
des Darmsaftes in ccm in gid) 

ile JNU 1 Stunde 22.0 0.158 etwas blutig getriibt 

il, LAE “ 5.5 0.168 — 

13. IV 5 22.0 0.148 _ 

1 Vi Ff 10.4: 0.168 stark getriibt 

15. IV “5 14.5 0.180 a 

ins TAY a 11.0 0.180 

LS SRV) o 10.8 0.190 

By any 3 13.0 0.169 N=0.086 g/dl. 

oa be 12.8 0.180 N=0.095 ,, 

20. V bs 13.3 0.159 N=0.126 


99 


durchschnittlich 0.170 
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TABELLE II. 


Darmsaft von Hund Nr. IV. (Jejunumschlinge). 


Datum Tan eae ieee ee Bemerkungen 
des Darmsaftes in ccm n g/dl 

18. IV | 1 Stunde 36 0.185 spur Blut 

19"), pla | 7.0 0.128 = 

0 mess Lees, 6.5 0.157 —_— 

PA ess 9.0 0.136 _— 

ike, WUE 17 3, 65 0.120 stark getriibt, spur Blut 

Toes abs 6.2 0.128 

2B 5 2h | 7.6 0.130 N=0.234 g/dl 

Ale 9 PS ee 8.4 0.145 N= Os Sess 

durchschnittlich 0.140 


TABELLE III. 
Darmsaft von Hund Nr. Il. (Ileumschlinge). 


Ansamming) Menge des he, G9, Gen | NaClGeh 

Datum dae eae Darmsaftes aS gh al ; in g/dl c Bemerkungen 
saftes pas ea 
27. Ill | 2 Stund. 8.0 0.402 — spur Bloat 
4. LV 2 p 5.0 0.460 = — 
DHerss 2 a 5.2 0.478 — — 
Uo We, 2 bs 5.5 0.444 — spur Blut 
eee: 2 5 6.5 0.454 — — 
DBS aes 2 ,, 2.8 0.433 —_ — 
24. ,, 3 én 9.1 0.387 0.34 — 
Dome 3 Es 12.3 0.460 0.36 — 
204)55 3F aya 0.4.00 — — 
OWS, Bp 3 > 10.1 0.460 0.36 — 
The, Wt He _ 8.0 0.459 0.39 — 
durchschnittl. 0.439 0.363 
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TABELLE IY. 


Darmsaft von Hund Nr. V. (Ileumschlinge). 


Ansammiung| Menge des |x ¢0,-Gch| NaCl-Gch 
Datum. ae 8 ees ae : al : iy gal ? Bemerkungen 
Darmsaftes in ah 
1. VII} 1 Stund. 3.0 0.4.4.4. — spur Blut 
Bh 45 ae. 8.2 0.488 = ” 
5. » | 30 Min. 4.8 ase: = . 
Wem ise 1% St. 8.8 0.414 _ kein Blut 
Sous: Zk. ,, 6.8 0.478 = —- 
10%; 2 oe 6.0 0.466 — -- 
125 75 ele, sts; 0.466 — — 
15. ,, | 18t.40 Min. 5.0 0.450 = — 
Le 33 2 St. 9.0 0.440 0.480 _ 
255s, Te Sce 5.0 0.420 -— — 
2679: 2 St. 7.5 0.420 — N=0.231 g/dl 
PA cs Pat 7.0 0.4.20 0.518 N=0.135 ,, 
ee Ay 78 0.400 0.400 N=OA7Siee. 
Siemess BP. 79 0.370 0.425 N=0.203_,, 
durchschnittlich 0.436 0 456 
TABELLE V. 
Darmsaft von Hund Nr. VIL. (Ileumschlinge). 
ene der Menge des = 
Datum ae ee Darmsaftes a 0 ae Bemerkungen 
Darmsaftes ae 
17.1 | 2 Stuna. 5.0 0.434 Tebt Dinka SOnvAeH 
getriibt 
Dyas Us 7.8 0.430 a 
20. 5. ERE oe 4.0 0.410 Pes 
ete, ep ee 4.0 0.410 = 
Oye Lone 3.0 = N=0.189 g/dl 
28. 55 2 "5 8.0 -— IN=O:22258s 
durchschnittlich 0.421 
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“ TABELLE VI. 


Protokoll der Versuchstiere. 


Hund Nr. JI 


Hund Nr. V 


Hund Nr. VII 


am 24. Feb. 1923 


Tleumschl,=51 ¢m 


vom Pylorus bis zum 
ober. Ende der Schl. 
= 275 cm 


vom. unt. Ende bis zu 
den Ileocoecalklappen 
=8cm 


a 
fo} 
? am 6. Marz 1922 am 10. Juni 1922 
2, 
io) 
Tleumschl. = 54 em Tleumschl. = 52 cm 
oO 
R Ey vom Pylorus bis zum vom Pyl. bis zum ober. 
Ae ‘a | ober. Ende der Schl. Ende der Schlinge 
8 = 259 cm = 260 cm 
| 
4H 8] vom unt. Ende bis zu | vom unt. Ende bis zu 
A] den Lleocoecalklappen den TIleocoecalklappen 
=10cm =10cm 
6. IIL 1922 122kg 10. VI 1922 13.5kg 
THI MIN = oy ST Palo WYGHE 5 AGH Gi 
4 5. V » A144 ,, 10. X ie WEE cs 
° 
BE aL eV ely Buren end 6, <5, 13. I 1923 16.2 ,, 
a0 
g | 30. VIL . 162,, BOE cee sy ened 3, 
a 
Vato x)", 185), BON my. LTO. 
1S lee LO AS eL. Ons, 


Bemerkung 


Ue Ae PLS eae, 


30. V '23 nach dem 
Versuch gestorben 


31. V '23 nach dem 
Versuch gestorben 


24. IL 1923 15.0kg 


20. TIT ,,.. 16:8; 
O91 A.” 7... 
SiN Seek aT 


15. VI '23 nach dem 
Versuch gestorben 
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TABELLE VIL. 


Hund Nr. IL. Hund Nr. IV. 
Operation am 20. Marz 1922 am 13. Miirz 1922 
Jejunumschlinge= 43 cm Jejunumschlinge=39 cm 
Liinge vom Pylorus bis zum oberen | vom Pylorus bis zum oberen 
fae Endo der Schlinge=18 cm Ende der Schlinge=16 cm 
Darmscbl. vom unteren Ende der Schl. | vom unteren Ende bis zu den 
bis Bauchinsche Klappen Tleocoecalkalappen = 314 em 
= 242 cm 
20. IIT 1922 10.0 kg 13. TI 1922 8.000 kg 
a : 0: 1V° 7108. aby py E00. 
K6rpergewicht 
Ooavi .; 120; by WW SO OMe 
2. VIIL ,,an Pnewmonie gest. 8. VIIL ,,an Pneumonie gest. 


Wie die Tabellen zeigen, habe ich an einem Jejunumfistel- 
hunde 0.17 g/dl, bei anderen Jejanumfistelhunden 0.14 g/dl gefunden, 
wiihrend ich an einem Ileumfistelhunde 0.436 g/dl, an anderen 
Tleumfistelhunden 0.439 und 0.42 fand. Diesen konstanten Karbo- 
natgehalt konnte ich bis zum Ende meiner Resorptionsversuche 
unyerindert nachweisen. 

Der Eiweiss- und Kochsalzgehalt zeigte dagegen bei meinen 
Hunden auch schwankende Menge, die keineswegs als Massstab 
der Darmsaftsekretion betrachtet werden konnte. 

Rohmann (1887) hatte ausdricklich betont, dass die Sekre- 
tion des alkalischen Darmsaftes am oberen Teile des Darmes 
bedeutend geringer als die am unteren Teil ist und die Alkales- 
zenz des Darmsaftes bei Hunden unabhingig von der Nahrung ist. 
F. Voit (1886) behauptet dagegen, dass die Verhiltnisse der 
Sekretion und Resorption in jedem Teile des Dimndarmes ganz 
verschieden und zwar die Sekretion am Duodenum und oberen 
Teil des Ileums am stirksten ist. Meiner Beobachtung nach (wie 
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es aus der oberen Tabellen erhellt) zeigten Hund Nr. II und 1V, 
die am oberen Teil des Jejunums operiert wurden, eine bessere 
Absonderung des Darmsaftes als Hund Nr. II und V, die ihre 
Schlinge am unteren Teil des Ileums hatten. 

Die wihrend der Resorption sexernierte Menge des Darmsafies. 
Die am Ende der Resorption aus dem Darm entleerte Flissigkeit 
besteht teils aus dem nicht resorbierten Teil der eingefiihrten 
Lésungen und teils aus sezerniertem Darmsaft, wie Gumilewski 
einfach in der folgenden Formel rechnet. 

P= © db ol & 
wo e=die in die Darmschlinge eingeftihrte Flissigkeit 
d=die Menge des wahrend der Resorptionszeit sezernierten 
Darmsaftes 
e’=die am Ende der Versuchszeit in der Schlinge vorhandene 
Flussigkeitsmenge 
r=die tesorbierte Flissigkeitsmenge bedeutet. 

Um d zu bestimmen, bestimmte ich zunicht den Na,CO,- 
Gehalt in der ausgeflossenen Flussigkeit, und rechnete daraus um, 
indem der letztere mit dem normalen Gehalt des Darmsaftes 
dividie:t wurde. Die folgenden Resultate zeigten aber, dass 
die Annahme von Gumilewski ganz ungentigend war, sogar ein 
falsches Resultat gab. 

Ich habe daher den Faktor von der Variation der Darmsekre- 
tion einstweilen unberiicksichtigt gelassen, was freilich ganz unge- 
nugend ist. Dieser Defekt ist aber durch die Messung des Karbo- 
natgehalts des Darminhaltes moéglichst vermieden, um etwaige Un- 
regelmissigkeit der Darmsekretion auffinden zu konnen. 


4, BESTIMMUNG DER RESORTPIONSDAUER. 


Bevor ich die Resorptionsversuche mit verschiedenen Salzlos- 
ungen im Dinndarme ausfthrte, musste ich folgende zwei Fragen 
entscheiden : 

j. Welcher Teil des Dimndarmes ist ftir die Resorptions- 


versuche am geeignetsten ? 
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2. Wie viel von der Losung wird in verschiedenen Zeiten 
resorbiert ? 

Uber die Unterschiede der Resorptionsfiihigkeit der einzelnen 
Diinndarmteile sind seit langem die Anschauungen der Autoren 
auseinander gegangen. Im allgemeinen ist es schon bekannt, dass 
der obere Abschnitt des Diinndarms eine bessere Resorptionskraft 
hat als der untere. So hatte R6hmann (1887) in den oberen 
Abschnitten des Dimdarms eine bessere Aufsaugung der Stirke 
konstatiert und ebenso hatte Nagano (1902) dasselbe Verhalten 
fiir Monosaccharide bestitigt. Beide Forscher fanden auch gute 
Resorption der Disaccharide im oberen Darmteil, wohingegen 
Lieblein (1906) schnelle Absorption von Peptonlosung in den 
unteren Darmschnitten gefunden hat. Betreffs Zuckerlésungen gab 
Frey (1909) an, dass die Resorption des Wassers sowie der 
Zuckerlodsung in den oberen Darmteilen besser gefunden wurde. 
Dasselbe Ergebnis hatte auch Omi (1909) bekommen. Seiner 
Angabe nach ist die Resorption von Kochsalz und Pepton im 
Jejunum schlechter und die von Traubenzucker und Rohrzucker 
besser als im Ileum. Um diese Fragen inbezug auf anorganische 
Salzlésungen zu entscheiden und gleichzeitig die Resorptionsdauer 
zu bestimmen, habe ich die folgenden Versuche angestellt. Eine 
Versuchsreihe fuhrte ich an zwei Jejunumfistelhunden aus, wihrend 
die andere an zwei Jleumfistelhunden vorgenommen wurde. 

Als einzuftithbrende Flissigkeit brauchte ich Tyrodesche 
Losung, die Na,CO; nicht enthalt (NaCl 8.0; KC10.2; CaCl, 0.2; 
MgCl, 0.1; NaH,PO, 0.05; Glukose, 1.0; Aq. dest. 1000). Nach 
bestimmten Zeiten habe ich in den ausgeflossenen Fhissigkeiten 
Karbonatgehalt und Fiweissgehalt bestimmt. Als Resultate bekam 
ich, wie die Tabellen VIII-XI eigen, einen merkwiirdigen 
Unterschied zwischen beiden Gruppen. Im TIleum war die 
Resorption dieser Losung viel schneller vor sich gegangen, wihrend 
sie im Jejunum langsamer war. An den drei Hunden mit Ileumfistel 
waren 60-75 ccm der Losunz ungefihr nach Verlauf einer Stunde 
vollstindig verschwunden, wihrend an den zwei Hunden mit 
Jejunumfistel 50 com Flissigkeit in anderthalb Stunden und an 
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Hund Nr. IV 40 ccm derselben nach zwei Stunden noch grésstenteils 
nicht resorbiert worden ‘waren. 

Die Menge des resorbierten Wassers war im Jleum grisser 
als im Jejunum und die Sekretionsmenge des Darmsaftes wihrend 
der Resorption im Ileum etwas grésser als im Jejunum, ohne aber 
auffallenden Unterschied zu zeigen. 

Karbonat- und N-gehalt nahmen an beiden mit der Zeit 
regelmassig zu. (Tab. VITI-XI). 

Diese Bestimmung der Dauer habe ich bei meinen folgenden 
Versuchen mit verschiedenen Salzlosungen als Massstab angewendet, 
wenn auch dabei die einzufléssende Menge nach dem Charakter 
der Ionen und nach der Verschiedenheit der Konzentration der 
jeweiligen Losung veridndert werden musste. 


TABELLE VIII. 


Hund Nr. II. (Ileumschlinge). 
Na,CO,-gehalt des Darmsaftes =0.439 g/dl. 


Menge der | Menge der Na, CO,-gehalt N-gehalt 


Dauer der eingeflos- ausgeflos- spine peed der der 
Resorption senen senen Rasaaes ausgeflossenen | ausgeflossenen 
Losung Flissigkeit 4 Flissigkeit Flissigkeit 
Min. com com com g/dl g/dl 
15 75 51.2 23.8 0.116 0.034 
30 75 9.8 65.2 0.253 0.084 
45 75 8.3 66.7 0.247 9.076 


60 75 1.4 73.6 0.370 _ 
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TABELLE IX. 
Hund Nr. I. (Jejunumschlinge). 
Na,CO,-gehalt des Darmsafts=0.170 g/dl. 
N-geha't des Darmsafts=0.103 g/dl. 
Menge der | Menge der Menge dés Na,CO,-gehalt Fee 
Dauer der eingeflos- ausgeflos- Paagubiavken der er 
Resorption senen senen Wacsors ausgeflossenen | ausgeflossenen 
Lésung Flissigkeit Flissigkeit Flissigkeit 
Min ccm com com g/dl g/dl 
15 50 47 3 0.032 0.039 
30 50 45 5 0.064. 0.0384 
45 50 38 12 0.012 0.045 
60 50 22 28 0.042 0.053 
90 50 2.0 48 0.071 i 
TABELLE X. 
Hund Nr. IV. (Jejunumschlinge). 
Na,CO,-gehalt des Darmsafte=0.141 g/dl. 
N-gehalt des Darmsafts=0.206 g/dl. 
Menge der | Menge der Na,CO,-gehalt N-gehalt 
Dauer der eingeflos- ausgeflos- aeen oe der der 
Resorption senen senen Te adie ©. ausgeflossenen jausgeflossenen 
Lésung Flissigkeit Eras Flissigkeit Flissigkeit 
Min. com cem cem g/dl g/dl 
15 40 32 0.016 0.050 
3 40 31 0.026 0.100 
45 40 29 11 0.010 0.063 
60 40 29 ial 0.011 0.073 
90 40 26 14 0.016 0.093 
120 40 25 15 0.021 0.083 


- 


i i 
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TABELLE XI. 


Hund Nr. V. (Ileumschlinge). 
Na.CO, gehalt des Darmsafts=0.436 g/dl. 
N-gehalt des Darmsaftes=0.187 g/dl. 


Menge der | Menge der Na, CO,-gehalt N-gehalt 


Dauer der eingeflos- ausgeflos- ae ae der der 
Resorption senen _Senen — Wien ausgeflossenen ausgeflossenen 
Lésung Flissigkeit Flissigkeit Flissigkeit 
Min. com com com. g/dl g/al 
15 60 36 36 0.122 0.042 
30 60 17.5 42.5 0.234 0.140 
45 60 7.9 52.1 0.345 0.112 
60 60 2.2 57.8 0.400 0.252 


Hund Nr. VII. (Ileumschlinge). 
Na,CO,-gehalt des Darmsaftes=0.421 g/dl. 
N-gehalt des Darmsaftes=0.107 g/dl. 


15 60 35 25 0.052 0.025 
30 60 19 41 0.158 0.045 
45 60 12 47 0.190 0.042 


5. RESORPTION VON VERSCHIEDENEN SALZLOSUNGEN. 


Die bisherigen Untersuchungen der Resorbierbarkeit von 
Salzlésungen im Diimndarme waren meistens nur auf einige Salz- 
arten beschriinkt, bei denen genaue chemische Analysen auch 
dfters fehlten. Um einem wahren Resorptionsmechanismus néher 
zu kommen, ist es unbedingt notig mit zahlreichen Salzarten 
ganz systematisch und eingehend den Zustand der Resorptions- 
vorgiinge zu verfolgen. So miisste man den Unterschied der Jonen, 
die Verschiedenheit der Valenz derselben und die Differenz der 
Konzentration der Lésungen in Bezug auf die Resorptionsdauer 
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untersuchen. Gleichzeitig muss man die Menge des resorbierten 
Wassers und die der Ionen an verschiedenen Lésungen mit 
Beriicksichtigung der Darmsaftsekretion bestimmen. 

R. Héber (1898) hatte von physikalisch-chemischem Stand- 
punkte aus die Resorption verschiedener Salzlésungen erforscht. 
Seine Versuche mit dem abgebundenen Darmrohr von Kaninchen 
und Hunden wurden unter Narkose ausgefiihrt, indem er durch 
die zuriickgebliebene Flissigkeitsmenge die einzelnen Resorptions- 
erade der Salze bestimmte. Als Resultat seiner Arbeit berichtet 
er, dass die Verschiedenheit der Resorption der Salzlosungen auf 
das Verhalten der einzelnen Jonenwirkungen zurtickzuftibren sei, 
und zwar werden die Kationen K, Na und Li gleich schnell wie 
NH; resorbiert, wihrend Ca und Meg sehr langsam resorbiert 
werden, und von den Anionen Cl am schnellsten, dann der Reihe 
nach Br, J, NO, and SO, resorbiert werden. 

Cushny und Wallace (1899) teilten die Salze in 4 Gruppen 
nach der relativen Resorbierbarkeit im Darme ein und bemerkten, 
dass die Salze der ersten Klasse, wie z. B. Chlor-, Brom-, Jod- 
natrium u.s. a. sehr leicht vom Darme resorbiert werden, wahrend 
die der zweiten Klasse, wie Athylsulfat, Athylnitrat ete., die der 
dritten Klasse, wie Sulfat und Phosphat etc. schwer, und die der 
vierten Klasse, wie Oxalate und Fluoride, gar nicht resorbiert 
werden. Aber wir konnen zur Zeit die Resorptionsvorginge nicht 
einfach auf die Ionenwirkung der verschiedenen Salze zuriickfthren. 
Daruber, ob der Resorptionsvorgang von Salzlosungen rein nach 
den Gesetzen der Filtration, Diffusion und Osmose stattfindet, oder 
ob er zur Natur der Membran der Darmwand in Beziehung steht, 
oder ob er von dem Verhalten des Blutes und des Stoffwechsels 
beeinflusst werde, kann erst weitere Forschung Klarheit bringen. 
Der Zweck meiner Versuche war, zunichst festzustellen, ob 
Membranosmose nach rein physikalischen Gesetzen auch im 
lebenden Tierdarm stattfindet, oder ob hier andere Faktoren 
wirken. 

Meine Versuche teilen sich in zwei Abschnitte : 

1. Resorption der verschiedenen Kationen. 


‘ 
j 
7 


Ve 


Resorption von Salzlésungen im Diinndarm. 295 


2. Resorption der verschiedenen Anionen. 

Als Salze zur Priifung der Kationen wihlte ich NaCl, KCl, 
NH,Cl, CaCl, und MgCl, in hypo-, iso- und hypertonischen Lésungen; 
fir die Versuche mit Anionen brauchte ich NaCl-, Na,SO,- und 
Na,HPO,-lésungen. 

Nach bestimmten Zeiten wurde die im Experimentierdarm 
uuruckgebliebene Flissigkeit modglichst vollstindig entleert und 
die noch in der Darmschleimhaut haftenden Flissigkeitsteile durch 
grindliche Auswaschung entfernt. Die ausfliessenden Flissig- 
keiten sind meistens stark getrtibt, jedoch ohne nennenswerte 
Schleimmassebeimengung. Nur bisweilen ist reichlich dickzihe 
flockige Schleimmasse darin beigemengt, was vielleicht durch die 
Higenschaften der dissoziierten Ionen und den Konzentrationserad 
der Lésung bedingt wird. Die ausgeflossene Flissigkeit wurde 
genau gemessen, nachdem man die sedimentierte schleimige 
Masse in der Flissigkeit in Abzug gebracht hatte. Die Spulfiussig- 
‘keit wurde zuerst gemessen und filtriert, und ungefiihr die Halfte 
der Flissigkeit durch Abdampfen auf ca. 30 cem reduziert, um 
die Bestimmung zu erleichtern, mit Ausnahme von NH,Cl-losung. 
Bei der Analyse wurde in jedem Falle die Doppelbestimmung 
gemacht und die Durchschnittswerte der fast tibereinstimmenden 
Resultate berechnet. 


Bestimmung der Natriumionen. 


1. Zur direkten Bestimmung wurde 10 ccm der Fltissigkeit in Tiegeln 
abgedampft und dann mit Zusatz von Salzsiiure ganz vorsichtig verascht. Nach 
dem Abkiihlen wurde die Asche in warmem Wasser gelést und filtriert. Das Filtrat 
wurde in die gewogenen Tiegel gebracht, verdampft, sorgfiltig erhitzt and gewogon. 
Beim Berechnen wurde der sus Na,0O, stammende NaCl-gehalt abgezogen und 
aus der Mengo von NaCl die Na-menge bestimmt. 

2. Yur indirekten Bestimmung verwendete ich Metaphosphorsidure ftir Ent- 
eiweissung an Stelle der Veraschung nach Tominaga (1918), und fiir die Chlor- 
bestimmung wiihlte ich die Volhardsche Methode. 

Wenn man in der Tabelle beide Resultate vergleicht, so stimmen sie fast 
tiberein, wenn auch bei meinen Fillen die direkte Methode etwas kleinere Zahlen 
gab, vielleicht wegen des Verlustes von NaCl beim Veraschen. 
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Bestimmung der Knaliumionen. 


Zar Bestimmung des Kaliums habe ich Greens Methode (1912) angewandt, 
die zufriedenstellende Resultate gab. Nachdem eine bestimmte Menge der Fliissig- 
keit in Tiegoln abgedampft und getrocknet worden war, wurde der Riickstand mit 
einigen Tropfen Salpetersiiure versetzt und durch Erhitzen dessen organische 
Substanz ganz vollstiindig zerst6rt. Die Asche wurde in 200 ccm fassender 
Porzellanschale mit einige Tropfen HOl enthaltendem Wasser gelést und aus- 
gewaschen. Dann wurde diese Lésung mit NaOH neutralisiert oder schwach 
alkalisch gemacht und mit verdiinnter Essigsiure angesiuert. Nachdem 10 ccm 
Reagens hinzugesetzt und bis zur Syrupkonsistenz abgedampft worden war, wurde 
die Syrupmasse in 50 com 10% Hssigsiiurelésung aufgelést. Der zurtickbleibonde 
gelbe Niederschlag wurde durch Asbestfilter mit essigsiurehaltigem eiskaltem 
Wasser gut ausgewaschen, bis ondlich das Filtrat ganz wasserklar wurde. Schliess- 
lich wurde der gelbe Niederschlag mit Asbest zusammen in ein Becberglas 
gebracht, in welchem 30-50 com N/5 Kaliumpermanganatlésung und 25 com 25% 
Schwefelsiiure in 300 com siedendem Wasser enthalten waren. Dann titrierte man 
mit N/10 Oxalsiiure, bis sich schwache Rosarotfirbung zeigte, und die K-menge 
wurde aus der K,O-menge umgerechnet. 


Bestimmung des Calciums. 


10ccm der Fliissigkeit im Tiegel abgedampft und vorsichtig verascht, die 
Asche in 30 com Wasser gelést und filtriert. Dann einige Tropfen Ammoniak und 
NH,Cl-losung zugesetzt, zum Sieden erhitzt und die Lésung durch die Ammon- 
oxalatl6sung vollstindig gefallt. Nach 12 Stunden filtriert, mit ammonoxalathaltigem 
Wasser gewaschen, der Niederschlag getrocknet, gebrannt und gewogon als CaO, 
Auch ohne Veraschung konnte ich tibereinstimmende Resullate bekommen. 


Magnesiumbestimmung. 


Das Magnesium wurde mit Na,HPO, nach Zusatz von NH,OH und NH,Cl 
gefallt. Nach 12-stiindigem Stehen wurde der Niederschlag filtriert und mit 
schwach ammoniakhaltigem Wasser ausgewaschen und getrocknet. Endlich wurde 
der Niederschlag im Tiegel zu Mg,P,0, gebrannt und die Mg-menge umgerechnet. 


Ammoniakbestimmung. 


Zor Ammoniakbestimmung -verwendete ich die Permutitmethode nach 
Morgrius (1919), durch die ich immer zufriedenstellenden Erfolg bekam. Zuerst 
musste Natriumpermutit mit 19% NaOH-lésung, dann mit 2% Essigsiiurelésung 
behandelt werden, um es griindlich zu reinigen. Nachdem das Hiweiss in der 
ausgeflossenen Fliissigkeit mit einigen com 259% Metaphosphorsiiurelésung gefillt 
worden war, wurde eine bestimmte Menge Filtrat in einen 150 ccm Messkolben 
gebracht, der 2-3g Natriumpermutit enthielt, und mit NaOH neutralisiert. Als 
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Indikator diente Lackmustinktur. Dann schiittelt man vorsichtig 5 Minuten lang, 
dekantiert die Flissigkeit und wascht mit kleiner Menge Wasser einigemale aus. 
Nach Zusetzen von 20 ccm Wasser versetzt man 2 ccm 10% NaOH, um Ammoniak 
za befreien; dann giesst man 50 ccm Wasser und 30 ccm von 6-fach verdiinnter 
Nesslerscher Lésung zu und fiillt mit Wasser bis 150 com auf. Ammoniakstick- 
stoff wird kolorimetrisch mit dem Vergleich von Standard Ammonsulfatlésung 
bestimmt. Bei den Resorptionsversuchen mit NH ,Cl-l6sung habe ich den Na,CO,- 
gehalt nicht gemessen, da NH,Cl schwach sauer reagiert und unrichtige Resultate 
herbeifiihrt. . 


Bestimmung der Sulfat-Ionen. 


Das Sulfat wurde mit Bariumchloridlésung heiss gefillt, nachdem es mit 
konzentrierter HCl angesiiuert worden war. Der Niederschlag von BaSO, wurde 
nach dem Erhitzen filtriert und mit warmem Wasser bis zum Verschwinden der 
Chlorreaktion gewaschen, getrocknet, gebrannt und gewogen. Die BaSO,-menge 
wurde auf SO, umgerechnet. 


Bestimmung der Phosphorsiure. 


Zuerst habe ich das Eiweiss in der Fliissigkeit durch Zusatz von einiger 
Menge von 10% iger Trichloressigsiurelésung gefillt. Eine bestimmte Menge 
des Filtrats wurde in ein Becherglas gebracht, nach Zusatz von 20 com Wasser 
und 2 ccm Essigsiuremischung ins Wasserbad gestellt und mit Hilfe von 
Cochenilletinktur mit Uranlésung titriert. Aus der Uranmenge kann man leicht 
P.O, berechnen. 


Die nachfolgenden Tabellen (XII-XV) zeigen die Resultate 
der einzelnen Bestimmungen. Um genauere Resultate zu erzielen, 
stellte ich immer parallele Versuche an zwei Hunden an, deren 
Befunde fast tibereinstimmten. Da die Funktion der Vella-Fistel 
mit der Zeit allmé&hlich abnahm, sodass an Hund Nr. IT gegen 
Ende der Experimente die Funktion des Experimentierdarms bis 
50% herabgesetzt war, brauchte ich an Stelle des Hundes Nr. II 
einen neuoperierten Hund Nr. VII. 
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TABELLE XII. 


Hund Nr. I. 


2 Konzent. | Menge der Dauer Menge des Proz.-Gehalt 
Natur des 
von eingefloss. der resorb. des resorb. 
Salzese Salzlésung Lésung Resorption Wassers Salzes 
Mol com Min. com WA 
1 75 20 52.7 52.1 
16 30 69.8 89.5 
45 75.0 100.0 
; Se 19.0 27.5 
=. 30 37.5 53.2 
Nadl 8 2 45 43.0 61.8 
60 69.4 94.2 
ee 60 30 -12.0 16.3 
4 60 ~22.0 24.4 
1 20 18.0 49.8 
<7? 67 40 26.0 74.0 
€0 29.0 75.6 
1 20 7.8 43.7 
KCl = 60 40 4.5 61.0 
8 60 17.0 63.7 
1 60 30 -3.8 39.3 
4 60 -38.0 63.0 
1 20 22.0 25.8 
EaKt 75 40 24.0 27.9 
60 53.0 77.2 
CaCl, os | ee eee | eee ees 
1 20 -0 16.4 
4 60 40 -5.0 20.2 
20 14.0 8.2 
1b 75 40 15.4 16.7 
60 20.0 26.2 
CO SSS ee eS eee 
1 20 -6.0 2.5 
Te 50 40 -30.0 7.6 
: 60 -43.0 6.2 


ee ee  — eee 
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TABELLE XIII. 


Hund Nr. V. 
Natur des | Konzent. | Menge der Dauer Menge des Proz.-Geh. 
von eingefloss. der resorb. des resorb. 
Balzer Salzlé6sung Losung Resorption Wassers Salzes 
Mol ecm Min cem % 
hs 60 10 37.0 42.7 
16 20 49.6 70.3 
30 58.3 a 
1 15 15.0 29.2 
°F —- 30 23.0 38.4 
NaCl g 60 45 42.2 73.2 
60 57.1 = 
1 
oo 30 — 37.2 
4 ee 60 -2.0 47.5 
1 15 22.0 49.0 
6 60 30 34.0 69.8 
45 26.0 76.8 
1 920 10.0 49.5 
KCl cas 60 40 12.0 57.9 
60 15.0 74.5 
ae 60 30 -2.0 41.5 
4 60 =o 75.8 
i 15 18.0 26.0 
=i 60 30 31.0 53.6 
: 45 45.0 70.4 
CaCl, 
1 20 —11.0 ile 
a 50 40 -16.0 44.6 
4 60 -31.0 29.7 
1 20 17.0 14.6 
= 60 40 20.0 18.2 
15 60 92.0 25.6 
MgCl, |§_———_.- —_—  _ i o_iccrij> qe 
1 20 -13.0 5.9 
a 40 40 -22.0 iis 
4. 60 -41.0 12.8 
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TABELLE XIV. 


Hund Nr. V. 
Nek edoa Konzent. | Menge der Dauer Menge des Proz.-Geh. 
von eingefloss. der resor bier. des resorb. 
Salzes Salzlosung Lésung Resorption Wassers Salzes 
Mol com Min. com) % 
1 20 21.0 39.7 
—— 60 40 29.5 81.2 
16 60 46.0 96.5 
1 20 24.0 63.5 
NH,Cl 7 60 40 35.0 93.9 
4 20 6.0 51.4 
cad 60 40 4.0 70.2 
4 60 6.0 87.9 
1 20 1G L355 14.2 
a 60 4.0 9.0 29.8 
14 60 0 36.5 
1 20 — 13.8 
Na,HPO, aS 60 40 = 20.1 
7 60 = 23.9 
1 20 -13.0 28.8 
S 50 40 ~26.0 37.4 
3.5 60 -38.0 36.5 
1 20 32.0 17.3 
aaa 60 40 36.0 21.9 
20 60 46.0 43.3 
1 30 11.0 10.8 


Na,SO, — 50 60 — 6.9 
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TABELLE XY. 


Hund Nr. VII. 


Nusnanraae Konzent. | Menge der Dauer Menge des Proz.-Geh. 
von eingefioss. der resorb. des resorb. 
Salzes Salzlésung Losung Resorption Wassers Salzes 
Mol ecm. Min. com We 
1 10 28.0 53.7 
—= 60 20 45.0 86.9 
ae 30 57.0 91.5 
1 10 19.0 50.4 
NH,Cl = 60 20 34.0 73.9 
8 3 46.5 90.1 
oe 6 30 12.0 pla 
4 9 60 29.0 91.0 
1 20 18.5 24.8 
— 60 4.0 30.0 51.3 
14 60 15.0 43.5 
1 20 2.0 16.3 
Na,HPO;z aS 60 40 4.0 31.1 
7 60 3.0 29.2 
1 20 8.0 35.2 
a 50 40 10.0 39.7 
3.5 60 34.0 38.7 
20 8.0 Tes 
il 40 21.0 22.4. 
20 ey 60 6.0 12.8 
80 — 21.0 
1 30 0.0 21 
N; gs 50 60 10.0 12.3 
aes 10 90 ay 10.7 
1 20 ~6.0 7.6 
—— 50 40 -14.0 6.8 


5 60 ~21.0 4.3 
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Aus den Tabellen XII-XV koénnen wir folgende Schlisse 
ziehen : 

1) Die Resorptionsmenge der Monovalenzkationen von NaCl, 
KCl und NH,Cl zeigt fast tibereinstimmende Resultate: die 
prozentuale Menge der resorbierten Kationen ist von der Konzen- 


tration und Zeitdauer abhiingig, und in 


> 


-lésung hoch, bei ae 


niedrig. Die absolute Menge der resorbierten Kationen aber 
nimmt immer mit der Konzentration und Zeitdauer proportional zu. 


‘ : & f m 
Die resorbierten Wassermengen stehen bei —- und ——- 
16 8 
lésuug in gleichem Verhaltnis, wihrend sie bei - losung 


deutlich abnehmen. Die Wasserresorption ist bei KCl-lésung 
ziemlich schlecht, bei NH,Cl merkwirdigerweise lebha‘ft. 

2) Die Resorptionsmenge der Salze mit Bivalenzkationen 
(CaCl,- und MgCl,-lésungen) zeigt auch eine Ubereinstimmung 
nach der Differenz der Konzentration der Elektrolyte, aber die 
Prozentzahl der resorbierten Kationen ist bei Ca etwas hodher als 


bei Mg. Die resorbierte Menge des Wassers zeigt bei ji beider 


Losungen gleiche Verhiltnisse, dagegen ist sie bei -losung 


15 
von CaCl, besser als die der MgCl,-lésung. 


3) Mit den Anionen von Na,HPO,- und Na,SO,-losungen 
verhilt sich die resorbierte Menge zur Konzentration der Lésungen. 
In der niederen Konzentration von beiden Losungen wurden die 
Anionen besser als in der hoheren resorbiert, und die Resorption 
des Wassers wahrend der ersten Stunde ist nur in hypotonischer 
Losung eingetreten. 


6. EINFLUSS DER ALKALITAT UND AZIDITAT DES BLUTES 
AUF DIE DUNNDARMRESORPTION. 


Die Untersuchungen inbezug auf das Blut bei der Resorption 
im Dumndarm sind bisher fast ganz versiiumt worden, indem man 
den wesentlichen ‘Teil der Resorptionsvorgiinge auf eine aktive 
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vitale Tatigkeit der Darmwandzellen zuriickfiihrte. Soweit cine 
Durchsicht der Literatur ergibt, haben nur P. Castellino und 
A. Cavazzani (1895) einen interessanten Versuch angestellt, um 
die Bezichung zwischen der Diinndarmabsorption und der Alkales- 
zenz des Blutes zu untersuchen. Aus ihren Versuchen mit ab- 
gebundenem Darmrohr von Kaninchen konstatierten sie, dass 
Pepton, Glukose und feinemulgierte Fette im Dimndarme bei der 
Erhohung der Alkaleszenz des Blutes durch intrayendse Injektion 
von Sodalésung eine lebhafte Resorption zeigten, wihrend die 
Resorption derselben bei normaler Alkaleszenz durch Erniedrigung 
der gesteigerten Alkaleszenz mittels Darreichung von Salzsiure 
per os schwach geworden war. So ergab sich aus ihren Re- 
sultaten gegen die Hypothese einer Triebkraft der Darmwandzellen 
eine Streitfrage. Da wir von der Untersuchung von Tinker 
(1916) wissen, dass die Teilchengrdsse der Micellen der Membran 
einen wichtigen Faktor betreffs der Permeabilitit fur Solute darstellt, 
und da sie auch durch nur geringe Anderung der Reaktion eintreten 
kann, so scheint es mir sehr wichtig zu untersuchen, wie die Reak- 
tion des Blutes auf die Darmresorption wirkt. 


Binfluss der Alkalitat des Blutes auf die 
Dutnndarmresorption. 


Zu diesem Versuche verwendete ich drei Htndinnen (Nr. II, 
Vu. VID) mit Vella fistel, deren Funktion damals schon 30% resp. 
50% wegen langdauernder vorhergegangener Resorptionsversuche 
herabgesetzt war. 

Als Salze wurden NaCl, CaCl,, Na,SO, und Na,HPO, in 
isotonischen Lisungen gewihlt, die mit bestimmten Zeitinter- 
vallen vor und nach Alkali-injektion ins Blut in der nutchteren 
Zeit in den Darm eingeflosst’ wurden. Um die Alkaleszenz 
des Blutes zu steigern, injizierte ich intravends oder intra- 
peritoneal eine in M/8 NaCl-losung geléste NaHCO,-lésung, die 
konzentrierter als Na,CO, gebraucht werden kann und nur leichte 
Vergiftungserscheinungen zeigt. Zur Bestimmung der Alkalitat 
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des Blutes wurde ein bestimmtes Quantum Blut aus den Fersen- 
venen des Hundes entnommen und zur Bestimmung der Wasser- 
stoftionenkonzentration nach Gaskettenmethode und CO,-Bestim- 
mung nach Van Slyke (1917) verwendet. 

Die Resultate zeigen die folgenden Tabellen (X VI-XIX). 

Aus den Tabellen erkennen wir, dass bei der Steigerung des 
Alkalitiitsgrades des Blutes Na, Ca, SO, und P,O, von isotonischer 
Lésung in merkwiirdiger Weise besser als im normalen Zustande 
resorbiert werden. Die resorbierten Mengen der Kationen und 
Anionen nehmen mit der Zunahme der Alkaleszenz proportional 
zu. Ebenso verhilt es sich mit der Resorption des Wassers. 


Einfluss der Aziditait des Blutes auf die 
Dunndarmresorption. 


Zu diesem Zweck wiihlte ich drei neuoperierte Vella fistel- 
himdinnen (Nr. VII, IX, X), die an dem unteren Teile des 
Tleums Experimentierdarm von 50 bis 60cm Linge hatten, und die 
eute Resorptionsfihigkeit zeigten. Isotonische Lésungen yon 
NaCl, CaCl,, Na,HPO, und Na,SO, wurden gebraucht, ganz 
ebenso wie in der Alkalibehandlung. Nachdem ich vorher mit 
einzelnen Salzen in dem normalen Zustande Resorptionsversuche 
ausgefthrt hatte, wurden die Hunde zur Hervorrufung der Azidosis 
mit 1.5 bis 2.0g NaH,PO, pro Kilo Korpergewicht intravendés 
m 


injiziert, die in NaCl-losung auf 5-8 Prozent aufgelést und 
sterilisiert worden war. Auch verabreichte ich den Hunden mit 
Schlundsonde einen Tag vor dem Versuche eine gewisse Menge von 
2% HCl-lésung, um damit die Wirkung des NaH, PO, zu verstirken. 
Anderseits bestimmte ich den Kohlensiuregehalt des Blutes, das 
den Fersenvenen entnommen worden war, nach Van Slyke’s 
(1917) Methode, und die Resorptionsversuche wurden in der 
maximalen Zeit der Azidosis ausgefthrt. 

Das Resultat ist im folgenden angegeben (Tab. XVI- 
XXIIq). 
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Wie die Tabellen zeigen, wurde die Resorption der Kationen 
und Anionen bei der Erhéhung der Aziditiit des Blutes deutlich 
abgeschwacht, wihrend die Resorption des Wassers keinen deut- 
lichen Unterschied zeigte. 

Auch die Untersuchungen von Dr. Misumi haben ergeben, dass 
die Sekretion des Harns bei der Injektion von Natriumbikarbonat 
sehr stark zunimmt, wahrend sie bei der Injektion von Mono- 
natriumphosphat bedeutend abnimmt. Von diesen und unseren 
Ergebnissen ist es sehr wahrscheinlich geworden, dass die Resorp- 
tion und Sekretion von der Reaktion der Ko6rperflissigkeit stark 
abhéingig sind, und dass dies davon herrihrt, dass die Durch- 
lissigkeit der Membran durch die Veriéinderung der Micellengrésse 
der Membrankolloide bei verschiedener Aziditit bedingt wird. 
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7. Resumé. 


1. Die Sekretion des Darmsaftes von Vellafistelhunden ist 
am Jejunum bedeutend reichlicher als am Ileum, und der Karbonat- 
gchalt des Darmsaftes, welcher einen gewissen individuellen 
Unterschied und doch an denselben Hunden immer ein konstante 
Yahl zeigt, ist am Jejunum weniger (0.140-0.170 g/dl) als am 
Tleum (0.421-0.436-0.439 g/dl). 

Der Kochsalzgchalt des Darmsaftes ist auch ziemlich konstant, 
und zwar am Ileum 0.363-0.466 g/dl. 

2. Tyrodelésung wird im unteren Teil des Ileums lebhafter 
resorbiert als im oberen Teil des Jefunums. 

3. Die Wasserresorption der Salzlo6sungen tritt ziemlich 
energischer bei Ammoniumsalzen, und etwas langsamer bei Kalium- 
salzen als die bei Natriumsalzen ein. Die resorbierte Menge der 
Monovalenzkationen nimmt dabei mit der Konzentration der Salz- 
losung und Resorptionsdauer zu, obwohl sie bei der hypertonischen 
Losung viel geringer als bei der hypotonischen ist. 

4. Kalziumsalz wird viel leichter als Magnesiumsalz resorbiert. 

5. Phosphat wird auch bei hypertonischen Losungen ziemlich 
leicht resorbiert. Die Resorption des Wassers ist dabei auch 
ebenso gut. Sulfat ist aber aus hodherer konzentrierter Losung 
sehr schwer resorbierbar. 

6. Die Steigerung des Alkalitatgrades des Blutes ruft immer 
eine bessere Resorption hervor, wihrend bei der Erhdéhung der 
Aziditét die Resorption der Salze deutlich abgeschwacht wird. 

7. Die Ursache des Einflusses der Reaktion des Blutes auf 
die Resorptionsfahigkeit des Darmes ist wahrscheinlich in der 
Abéinderung der Micellengréssen der Membrankolloide und 
in der Permeabilititsdifferenz zu suchen. 
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ON THE INFLUENCE OF THREE MANURIAL 
INGREDIENTS UPON THE HYDROGEN-ION 
CONCENTRATION OF THE CELL SAP 
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Since the growth of microorganisms is liable to be influenced 
by the hydrogen-ion concentration of the growth medium, the 
hydrogen-ion concentration of the cell sap of a plant becomes an 
important factor in the power of a plant to resist diseases caused 
by microorganisms. It is also a well known fact that an excess 
of nitrogen gives a plant an increased susceptibility to all kinds 
of fungoid diseases while the application of potassium improves 
its healthiness and increases its power of resisting diseases. 
Therefore, it becomes very important and interesting from a 
-phytopathological stand-point to know how the manurial in- 
gredients affect the hydrogen-ion concentration of the cell sap of 
a plant. However, investigations concerned with this subject 
are, so far, lacking. The present paper is a preliminary contri- 
bution to the solution of this question. 


EXPERIMENT I. 


As a crop for the experiment, oats (varietal name—White 
Belgium) was used. The seed was sown on the 10th of May in 
the experimental field of our University. The field was divided 
into five parts. The first of these plots received no manure at 
all, the second no nitrogen, the third no phosphoric acid, the 
fourth no potash, whereas the fifth was fully manured. ‘Three 
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manurial ingredients were applied with ammonium sulphate, super- 
phoshate and potassium sulphate before sowing, the amount 
of each ingredient being 3.75 kilograms for 991.7 square meter. 

At various stages of the growth of the crop, starting with 
47 days after sowing, samples were taken from the field, the 
stalks being cut off at the roots. After cleaning the plants from 
dust, they were cut into pieces and then put in a press for the 
purpose of obtaining the juice. This liquid was centrifuged in 
order to remove any undissolved matter it contained. The 
hydrogen-ion concentration of the cell sap was then determined 
electrometrically with the apparatus designed by W. M. Clark. 

The reaping of the crop took place always from 9 to 10 a.m., 
because the sap varies slightly in its hydrogen-ion concentration 
during a day as will be seen in another paper being prepared by 
us which will appear elsewhere later on. 

The results of the determination of the hydrogen-ion concen- 
tration of the sap of oats during 9 periods of growth were 
tabulated as follows. 


Plot 1 Plot 2 Plot 3 Plot 4 Plot 5 

Period (Date) no no no no complete 
manure N P20; K,O0 manure 
| ee eee eee 

Ist ,, (June-26) pH=5.85 | pH=5.84 | pH=6.42 | pH=6.29 | pH=6.49 
2G 55 8G 5 HD) EP OETA OAT cot HAV a GOES! Ieee! 
3rd _,, (July-5) pre on) 55h wiOnte my Ge & bEe, » 6.03 
1th © eae) oy, DED 3. BTd SON Cero SiO ume 
bth  ( = =16) > -O716:| . 6975 | , 5.961 2) Bos meee 
Cth 4. © woes) » BTL 2 76-70.) ,, 572! beeen eee 
With , ( s -29) ee By ae) » 5.68 yy ee oe taste) ay) O.G3 
8th ,, (August-10) gf) OD eb -O45 1) oe Sich | eo Oa mae G4) 
Sth 3.0 eee) so BDI, A 4 4p BierOwlige pab OCA eee one 


As will be seen from the above table, the hydrogen-ion 
concentration of the sap of oats in the different plots increased 
without exception as long as the plants continued to grow, but 
the rate of increase was greater in the early period of the growth. 
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In the 7th, 8th and 9th period during which the grains began to 
ripen, almost no further increase could be observed in any of the 
plots. 

In the early period of the growth, the hydrogen-ion concen- 
tration of the sap was noticed to be lowest in the plot manured 
with the three ingredients, while it was observed to be higher in 
the plot manured with phosphoric acid and potash. In the plot 
where nitrogen and potash, nitrogen and phosphoric acid and no 
manure were applied, it was observed to rank between the above 
two extremes with increase of the hydrogen-ion concentration in 
the order named. But the difference between the various plots 
becomes gradually smaller as the growth proceeds. At the end 
of this experiment the lowest hydrogen-ion concentration was 
observed in the plot manured with nitrogen and potash. The 
highest was in the plot with no manure. 'The hydrogen-ion concent- 
ration of the sap in the plot with nitrogen and phosphoric acid, potash 
and phosphoric acid, and complete manure lies between the above 
two extremes with the increase of the acidity in the order mentioned. 

The rate of increase in the hydrogen-ion concentration in 
each plot differed consequently according to the kind of manure 
given. In the plot where phosphoric acid and potash were given, 
the rate of increase in the hydrogen-ion concentration was smallest, 
while in the plot manured with nitrogen, phosphoric acid and 
potash it was greatest. The rate of increase in the hydrogen-ion 
concentration in the plots with no manure, nitrogen and phosphoric 
acid, nitrogen and potash ranked between the above two extremes 
in the order mentioned. 

Thus the rate of increase in the hydrogen-ion concentration 
was generally observed to be greater in the plot where nitrogen 
was given than that in the plot without manure. On the other 
hand, in the plot where phosphoric acid and potash were applied, 
it was observed to be smaller than that in the unmanured plot. 

Judging from the above results, it seems clear that phosphoric 
acid and potash have a tendency to raise the hydrogen-ion 
concentration of the sap, while nitrogen has a tendency to lower 
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it. This tendency of raising the hydrogen-ion concentration seems 
to be more pronounced in the case of phosphoric acid than potash. 


EXPERIMENT II. 


Flax (varietal name—Belgium) was used as a crop for the 2nd 
The seed was sown on the 11th of May in the 
The number of plots and 


experiment. 
experimental field of our University. 
the kind as well as the amount of manure applied were the same 
as in Experiment I. 

Forty-six days after sowing, the first material for the experi- 
ment was taken from the field, the stalks being cut off at the 
Subsequently three more samples were gathered at various 
stages of growth. The procedure of obtaining the juice and of 
determining its hydrogen-ion concentration was the same as that 


roots. 


stated in the former experiment. 
The results obtained were tabulated as follows. 


Plot 1 Plot 2 Plot 3 Plot 4 Plit 5 

Period (Date) no no no no complete 
manure N lege K,O mauure 

Ist ., (June-20) | pH=5.40 | pH=5.42 | pH=5.65 | pH=5.63 | pH=5.76 
and, ( , -29) D359) 5,3 bk0a., 2b-O0G7,. co-bOu: most. 
srd (Jualy-5) Sp O.SUa ee LOSSul eo Onl tee e or On| ese DOO 
Eyal Wee Ge a 2,0 OE oy. BOSS een esa Date ha eeu I. 


As will be seen from the above table, the hydrogen-ion concentra- 
tion of the sap of flax in the different plots increased without excep- 
tion as the plants developed. But differences of the hydrogen- 
ion concentration found among the plots were greater than in the case 
of the former experiment with oats. 
be the same as those in the case of oats, that is, phosphoric acid 
and potash seem to increase the hydrogen-ion concentration of 
the sap while nitrogen has a tendency to lower it. 


The general results seem to 
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SUMMARY. 


The influence of manurial ingredients upon the hydrogen-ion 
concentration of the sap of oats and flax was determined in two 
sets of experiments. The results show that phosphoric acid and 
potash have an effect of raising the hydrogen-ion concentration of 
the-sap, while nitrogen has a tendency to lower it. 
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UBER DEN BLUTZUCKER DES KANINCHENS 
BEI VITAMINFREIER ERNAHRUNG.* 


Von 


MASAKAZU HOSOKAWA. 
(Aus dem stéitischen Momoyama-Hospital u. der 11. medizinischen 
Klinik, Osaka.) 
(Eingegangen am 11. Juni 1924.) 


Im Jahre 1914 fanden C. Funk und Schénborn (1914), 
dass der Blutzuckergehalt bei Taubenberiberi stark gseteigert war. 
Diese Entdeckung hatte eine Reihe Untersuchungen iiber den 
Kohlenhydratstoffwechsel avitaminés gefitterter Tiere zur Folge. 
So wiesen in den letzten Jahren Ogata und seine Schiler (1921), 
durch Beobachtung des Blutzuckerspiegels vitaminfrei erndhrten 
Tauben nach, dass Hyperglykémie immer als Initialsymptom dem 
nervosen Stadium vorangehe. Kurz darauf verdffentrichte J.A. 
Collazo (1922-23) seine eingehende Arbeiten bei Vogel utber 
dieses Thema, indem er das Verhalten des Blutzuckergehaltes zum 
Glykogengehalt der Leber und der Muskeln bei so vorbehandelten 
Tieren erforschte. Er unterscheidet ein absteigendes, ein unver- 
andertes und ein aufsteigendes Stadium, weil der Zuckergehalt 
erst sinkt, dann aber rasch zur Norm zurtickkehrt und schliesslich 
den gylk&mischen Grenzwert tberschreitet. Auf Anregung und 
unter der Leitung von Prof. S. Kozawa habe ich die zeitlishe 
Verinderung des Blutzuckerspiegels bei entsprechend ernéhrten 
Kaninchen nachgeprift. Die Versuchsanordnung und die Ergebnisse 
meiner Arbeit sind kurz zusammengefasst, wie folgt. 


TI. ERNAHRUNGSWEISE DER KANINCHEN. 


Murata, Kumagai und ihre Mitarbeiter (1922) war es 


* Bin Teil dieser Arbeit im XXI. medizinischen Kongress (April 1924) 
vorgetragen. 
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gelungen, bei Kaninchen typische Beriberi hervorzusufen, indem sie 
mit poliertem Reis und Wasser, oder Reis, Wasser und Stroh 
verfiitterten. Da aber das Stroh nur minimalen Mengen von Vitamin 
enthilt, ist es leicht ersichtlich, dass diese Nahrung zu A, B und 
C Vitaminmangel fiihrt. Um diese Nachteil zu vermeiden, gingen 
wir in der folgender Weise vor. Ca. 3 kg gut polierter Reis wurden 
gut ausgewaschen, in einem Kochschen Kessel etwa 1 Stunde 
lang erhitzt und mit wenig reiner Butter aus Koiwai, 16 ¢g 
Polytamin aus den pharmazeutischen Institut von Takeda, das 
vorher bei alkalischer Reaktion bei tiber 180°C. autoklaviert 
worden war, und 50g¢ Mac Collum und Simondschen Salzge- 
misch vermischt. Diese Menge wurde auf 50 Tiere pro Tag verteilt, 
ausserdem bekam jedes ‘Tier taéglich 70cem gekochtes Wasser mit 
2.cem durch Fuilersche Erde filtriertem also von Vitamin B befreitem 
Aitronensaft. Wir haben uns bei dieser Ernaihraungsweise bemuht, 
moglichst einwandfrei Beriberi durch reinen B-Vitaminmangel aus- 
zulosen, indem wir der Nahrung A- und C-Vitamin, hdhere Eiweiss- 
verbindungen und Salze zusetzten. 


TABELLE I. 
Schwankung des Korpergewichts bei avitamindsen Fiitterung. 


Ne 150 | 140 | 141 | 142 | 143 | 144 | 146 | 147 | 148 | 149 | 155 | 156 


1 W. vor. | 1700| 1945] 1870] 1560] 1945) 1825] 2195) 2170} 2175] 1955| 1870} 2090 
Anfang. 1790] 2040) 1945) 1600| 2045) 1840) 2075) 2170) 214.0] 1930| 1920] 2105 
Le We 1715| 1975| 1995) 1515) 2050) 1840) 2100} 2195) 2070| 1860! 1950! 2060 
as WW. 1705 | 1820} 1750) 1450) 1945) 1715| 2125} 2050) 2015] 1695] 1845} 2025 

SV 1600) 1815) 1620) 1325 | 1860| 1630) 2030} 1990) 1855| 1155] 1670| 1925 

4 Wie 1400} 1690| 1500) 1195) 17€5| 1420| 1925} 1740| 1760] 1575| 1670| 1925 

D2) We 1290} 1555] 1405) 1110} 1580} 1305] 1890) 1555} 1580| 1490] 1475| 1795 

CVE 1555) 1510} 1265 | 1005) 1485] 1290| 1880) 1500} 1480] 1400] 1530] 1670 

7 iW 1350] 1445] 1170| (441)| 1185) 1250| 1800] (47!)| 1540] 1360] 1500] (44!) 


8. W.  |1365| 1445] 1150] — | (49!)| 1120] 1860] ——| 1390] 1330] 1340| —— 
9. W. | 1290] 1245] (51!)} ——| ——| 1160] 1869] — | 1360] 1200] 1270) — — 
10. W. | (63!)/ 1165] ——| ——| —_| (68!)| 1700] ——| 1280] 1220] 1200| —— 
11. WwW. |——| 775)——| =| ——} = (es) — 2) 6h] one) arse 


(79!) (77!)| (79!) 


Or 
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II. Der BuLurzucKERGEHALT UND DIE 
ZUCKERTOLERANZ. 


Die Tiere zundchst als Normaldiat téglich 100 g Tofukasu 
pro kg Korpergewicht, 100 g frisches Gemiise und Brunnenwasser. 
Wir wahlten nur solche Tiere als geeignet zum Versuch aus, die 
sich kraftig aus der Masse erwiesen und einen Monat lang keine 
Tendenz zur Korpergewichtsabnahme zeigten. Der Blutzuckerge- 
halt bestimmten wir nach der von Holb61l1 (1921) modifizierten 
Bangschen Mikromethode vorschriftmassig. Die Toleranzprifung 
geschah in folgender Weise 10 g Glukose wurde in 20 ccm. Aq. 
dest. gelést und mittelst einer Magensonde eingegossen. Das Blut 
wurde dann nach 4, 3, 3,1,2,3,4,5 Stunden entnommen und auf 
Zuckergehalt untersucht. Vor Beginn der B-vitaminfreien Er- 
nihrung also am Ende der 1 monatlichen Normalfitterung wurde 
erst zur Kontrolle ntichtern der Blutzuckergehalt und dann die 
Toleranz auf per os eingefithrten Traubenzucker geprift. Nach 
Beginn der beriberierzeugenden Diat fand die Bestimmung des 
Blutzuckers ebenfalls in ntichteren Zustande wochentlich, die To- 
leranz alle 8 Wochen einmal statt. 


A. Der Blutauckergehalt 


TABELLE II. 


Der Blutzuckergehalt der ersten Gruppe, 
(alle 3 Woche einmal die Toleranz gepriift) 


Nr 140. 141. 144. 146. 155. 

Wi O4 

Norm, 0.107 7 0.086 “6 0.099 6 0.107 6 0.082 “8 
1. W. 0.097 0.098 0.096 0.108 0.087 
2. W. 0.094. 0.098 0.100 0.104 0.152 
3. W. 0.086 0.110 0.135 0.139 0.135 
4: W. 0.118 0.138 0.127 0.099 0.092 
5. W. 0.159 0.163 0.097 0.109 0.119 
6. W. 0.101 0.121 0.136 0.136 0.137 
7. W. 0.125 0.116 0 157 0.167 0.119 
8. W. 0.151 (51!) 0.120 0.105 0.132 
9. W. 0.099 — 0.150 0.152 0.113 
10. W. 0.105 — (68 !) 0.139 —— 
11. W. 0.164 — —- (69 !) 0.094 
(79!) (79 ?) 
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TABELLE III. 


Der Blutzuckergehalt der zweiten Gruppe. 


Nr. 142. 143. 147. 148. 149. 156. 

ae aa Pace ee Ste | NA MLE Oar ) 07 07 07 

Nom.) 0106. | wotor || od0s2| o0ad | puree nl tases 
1. W. 0.098 0.081 0.098 0.112 0.100 0.101 
2. W. 0.093 0.095 0.109 0.108 0.118 0.139 
3. W. 0.122 0.127 0.145 0.139 0.151 0.180 
4. W. 0.138 0.157 0.116 0.123 0.097 0.096 
5. W. 0.173 0.153 0.114 0.127 0.134 0.140 
6. W 0.152 0.109 0.099 0.151 0.160 (44 !) 
7. W. (44 !) (49 !) (47 !) 0.159 0.128 — 
Sh Vie — — -—- 0.134 0.166 asses 
9. W. — — Sot 0.114 0.106 oe 
10. W. — — (66 !) — os 
U1. W. — —— — ce 0.201 == 

(77 !) 
Versuchstiere lebten im Mittel 54 bis 69 Tagen bei dieser 


Kost. Wahrend Collazo im Endstadium der Krankheit orale oder 
intravenose Zuckerzufuhr eine starke Verschlimmerung des Zu- 
standbildes oder eine Abkiirzung der Lebensdauer heryorrufen 
vermochte, haben wir unter unseren Tieren derartigen Fall kons- 
tatieren kénnen, vielmehr das Gegenteil, vielleicht spielt in diesem 
Falle eine besondere Vitaminfestigkeit des Kaninchens mit. 

Das Verhalten des Blutzuckers der einzelnen ist kurz der 


Einfachheit halber im mittleren Werte im Tabelle TV zusam- 
mengefasst. 
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TABELLE IV. 


Wochentliche Vertinderung des Blutzuckergehalts bei 
avitaminoser Fiitterung. 


Verlauf Blutzucker Zahl der Versuchstiere 
Normal 0.098 %% a 
1 OW, 0.098 11 
Ce ANG 0.112 lat 
3. W 0.136 ail 
4, W. . 0.120 11 
5. W. 0.134 11 
GoW: 0.130 10 
Ta We 9.139 % 
So) Os 0.135 6 
92” W. 0.123 6 

10. W. 0.123 2 

aliG. Wes 0.153 3 


Der niichtere Blutzuckergehalt steigt darnach allmiblich im 
Verhailtnis zu den B-vitaminfreien Tagen, doch betrigt die Ver- 
mehrung desselben im Durchschnitt nicht mehr als 15 mal soviel 
als die Norm. 

In Bezug auf die Krankheitssymptome haben wir die Tier 
in 2 Klassen eine schwere und eine leichte Form eingetcilt. Bei 
der schweren Form beherrschte ein stark ausgeprigtes Krankheits- 
bild ; die Gliedmassen paralysieren, Kopf und Bauch lagen hilflos 
an den Boden. Bei der leichten Form war dagegen die Lihmung 
nicht so sehr ausgeprigt, an den hinteren Extremitaten liess sich 
eine solche dadurch konstatieren, dass beim nach hinten Ziehen 
der Hinterliufe diese nur mit grosser Miihe in ihre ursprunglichen 
Bauchlage zuriickkehren imstande waren, zweitens fielen Tiere 
dieser Krankheitsform, wenn man sie 1-3 Fuss hoch herunter fallen 
liess, auf den Bauch, da die Extremititen infolge der Lihmung 
nicht zum Schiitze vorgestreckt werden konnten. Die Ergebnisse 
sind im Tabelle V. niedergelegt. 
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TABELLE V. 
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Blutzuckergehalt der erkrankten Kaninchen. 


A, Schwere Form. 


K, Nr. Datum. Verlaut Blutzucker B-Z. bei Norm 
140. 5/9 7g Pag 0.164 76 0.107 6 
150. 12/7 62 0.182 0.147 
160. 8/8 64 0.093 
189. 21/7 56 0.145 0.137 
196. 21/8 77 0.100 0.123 
200. 29/8 4.7 0.134 0.139 

B. Leichte Form. 
79. 21/3 or 0.1240 % 
81. 9/6 131 0.116 
103. 21/3 31 0.178 
105. 21/3 31 0.204 
124, 26/3 25 0.104. 
141. 7/8 49 0.116 0.086 
142, 3/7 42 0.152 0.106 
146. 5/9 69 0.139 0.107 
147. 10/8 42, 0.099 0.108 
148. 2/9 65 0.114 0.094. 
149. 17/9 75 0.201 0.100 
151. 17/9 75 0.194 0.138 
155. 18/9 O76 0.094. 0.082 
162. 27/6 50 0.132 0.133 
198. 1/6 47 0.156 — 
180. 21/6 42, 0.091 — 
185. 12/7 56 0.160 0.149 
188. 1/8 ads 0.132 0.136 
204, 18/8 35 0.185 0.122 
212. 9/8 40 OLS 9.103 
218. 26/9 61 0.103 0.099 
219. 3/10 69 0.073 0.097 
224. 12/9 47 0.157 0.134 
Mittel 0.135 0.117 
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Nach den Collazoschen Angaben soll am Anfang der B- 
vitaminfreien Fiitterung immer zu einer Hypoglykimie kommen, 
eine Behauptung, der wir nicht beipflichten kénnen. Wir haben 
keinen derartigen Fall bemerkt. Die Ursache dieser Differenz in 
den Ergebnissen liegt ausscheinend in der verschiedenen Tier- 
species und in unseren Vitamin-B-mangel gegen bei Collozos 
Absolutem. 


B. Die Zuckertoleranz. 


TABELLE VI. 


Ubersichtstabelle der Toleranzpriifung. 


$St. | 18t. | 28t, | 3S. |.48t | 5St. 


4 St. 


Versuch I, Kaninchen Nr. 140. 


Normal 0.107 | 0.116 | 0.172 | 0.186 | 0.216 | 0.233 | 0.231 | 0.201 | 0.163 
3. W. 0.086 | 0.153 | 0.160 | 0.144 | 0.157 | 0.135 | 0.138 | 0.133 | 0.129 
62 Wi: 0.101 | 0.123 | 0.130 | 0.141 | 0.142 | 0.124 | 0.116 |} 0.110 | 0.099 
9. W. 0.099 | 0.134 | 0.138 | 0.148 | 0.151 | 0.141] 0.123 | 0.120 | 0.106 

78. Tag.| 0.164 | 0.195 | 0.252 | 0.284 | 0.321 | 0.176 | 0.571 | 0.570 | 0.564 


(Beriberi) Versuch II. Kaninchen Nr. 141. 


Normal 0.086 | 0.188 | 0.229 | 0.248 | 0.267 | 0.252 | 0.232 | 0.156 | 0.160 
Bh AG 0.110 | 0.164 | 0.236 | 0235 | 0.246 | 0.206 | 0.183 | 0.173 | 0.142 
6. W. 0.121 | 0.137 | 0.159 | 0.221 | 0.286 | 0.339 | 0.289 | 0.221 | 0.134 


Versuch IIL. Kaninchen Nr. 144. 


Normal. 0.099 | 0.159 | 0.215 | 0.218 | 0.221 | 0.205 | 0.177 | 0.129 | 0.113 
oan Wie 0.135 | 0.192 | 0.218 | 0.222 | 0.246 | 0.202 | 0.173 | 0.159 | 0.127 
G.BVYic 0.136 | 0.167 | 0.135 | 0.214 | 0.255 | 0.232 | 0.195 | 0.134 | 0.131 


Versuch IV. Kaninchen Nr. 146. 


Normal 0.107 | 0.212 | 0.261 | 0.243 | 0.216 | 0.187 | 0.137 | 0.111 | 0.071 
3. W. 0.139 | 0.186 | 0.234 | 0.215 | 0.198 | 0.169 | 0.154 | 0.140 | 0.135 
GE 0136 | 0.199 | 0.188 | 0.187 | 0.157 | 0.143 | 0.139 | 0.171 | 0.060 
he Nie 0.139 | 0.199 | .0.221 | 0.207 | 0.162 | 0.123 | 0.130) 0.110 | 0.106 


Versuch V. Kaninchen Nr. 155. 


Normal 0.082 | 0.112 | 0.125 | 0.153 | 0.131 | 0.142 | 0.1381 | —— | 0.134 
3. W. 0.04 | 0.187 | 0.243 | 0.294 | 0.268] 0.233 | 0.208 | 0.272 | 0.153 


67. Tag.| 0.094 | 0.109 0.149 | 0.152 | 0.122 | 0.124 | 0.147 | 0.181 | 0.125 
{ 


(Lihmung an Hinterliufe) 
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Ubersichtstabelle der Toleranzpriifung. 


Niicht. re : 

Verlauf | you, | £St | ¥St | $St | 18t. | 2St. | St | 4St | 5 St. 
Versnch VI. Kaninchen Nr, 150. 

Normal | 0.147 | 0.162 | 0.178 | 0.213 | 0.239 | 0.291 | 0.271 | 0.207 | 0.193 

62 Tag. | 0.182] 0.239 | 0.274 | 0.310 | 0.318 | 0.385 | 0.423 | 0.495 | 0.513 


(Beriberi) Versuch VII. Kaninchen Nr. 149. 


Gane 0.118 | 0.187 | 0.244 | 0.230 | 0.259 | 0.260 | 0.339 0.197 | 0.154 


Bei Versuchstieren Nr. 146 u. 155 konnten wir im Verlaufe 
des Versuchs keine Verminderung der Zuckertoleranz finden, doch 
besagt dies nichts, weil die Prufung hierbei 5-6 Tagen vor der 
typisch nervésen Stadium stattfand. Bemerkenswert sind die Resul- 
tate von Murata und seinen Mitarbeitern (1922), die immer die 
Atrophie der Magen- und Darmschleimhaut beim avitamindsen ‘Tier 
konstatierten. Auf diesem Grunde erscheint es sehr fraglich, ob 
der eingeftthrte Zucker auf dieselbe Weise, oder mit der gleichen 
Geschwindigkeit wie sonst resorbiert wird. Diese Tatsache kon- 
nte zum Verstandnis dieser beiden negativen Ergebnisse mit 
heranziehen. Die anderen 4 Fille zeigten im Ganzen eine 
deutliche Senkung der Zuckertoleranz und verspatere Maxima des 
Zuckerspiegels. Die Toleranz unsere Versuchstiere blieb solange 
nahe der Norm, bis die typische Lihmung eintrat. Von diesen 
Augenblick an senkt sich die Toleranz mit ungemein grosser 
Geschwindigkeit. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Das Kaninchen erfihrt bei B-vitaminfreier Fittterung eine 
ganz bestimmte Storung an Kohlenhydratstoffwechsel, obgleich der 
Grad der Stoffwechselstérung bei Kaninchen nicht so ausgeprigt 
ist, wie bei Vogel. 

2. Der Blutzuckergehalt betrigt sich im Lihmungsstadium 
1.5 mal hoher als im normalen Zustand. 

3. Im meisten Faille von Lihmungsstadium sinkt sich die 
Toleranz gegen Zucker ab und Maxima des Blutzuckerspiegels 
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verzogert sich. 

4. Die Hypoglykimie, die Collazo im Anfang der avitaminé- 
sen Fitterung nachgewiesen hat, konnte ich nicht bei Kaninchen 
konstatieren. 
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UBER DEN EINFLUSS DES INSULINS AUF EINIGE 
BESTANDTEILE DES BLUTSERUMS 


Von 


T. SAKURAI, A. HURUYA unp K. INOUE 
(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der medizinischen Alkcademie zu 
Niigata. Direktor: Prof. Dr. Motozo Kawakita.) 
(Eingegangen am 20. Juli 1924.) 


Seit das Insulin von Banting und Best entdeckt wurde, sind 
zahlreiche Berichte uber seine Wirkungen und Eigenschaften 
veroffentlicht worden. Es ist schon sicher bekannt, dass das 
Insulin eine Hypoglykaémie erzeugende Wirkung hat; aber es ist 
noch ‘wenig daruber bekannt, welchen Einfluss es auf die sonstigen 
Bestandteile des Blutserums hat. 

Briggs und seine Mitarbeiter beobachteten Verdinderungen der 
anorganischen Bestandteile und der Milchsiure des Blutes nach 
der Insulininjektion. Mukai und Matsuoka haben die Milch- 
sdiure des Blutes nach der Insulininjektion bestimmt und sind zu 
einem dem Briggschen entgegengesetzten Resultat gekommen. 
Banting und seine Mitarbeiter berichteten, dass die Lipimie 
des depankreatisierten Hundes durch Insulin zum Verschwinden 
gebracht wird. Tajika hat das Blut von normalen Kaninchen 
auf seinen Gesamtfettsdiuregehalt nach Insulininjektion untersucht 
und hat festgestellt, dass dieses keinen Einfluss auf die Fettsduren 
des Blutes hat. Nach Kitamura nimmt das Cholesterin des 
Blutes nach der Insulininjektion meistens ab. Kurokawa berich- 
tete, dass jede Fraktion der Serumlipoide sowohl bei Xanthom- 
kranken als auch bei solchen Kranken, deren Fettstoffwechsel 
normal war, voribergehend abnimmt. Nach Tsuji déndern sich 
die Blutlipoide nach der Injektion des Insulins nicht. 

Uber das Serumeiweiss und den Reststickstoff aber liegen 
keine Untersuchungen vor; da ferner die Resultate von verschie- 
denen Autoren tiber die Verdénderungen der Biutlipoide nicht 
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ise; 
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miteinander tibereinstimmen, haben wir folgende Untersuchungen 
ausgefiihrt: Bestimmung des Serumeiweisses und des Reststick- 
stoffes, der gesamten Fettsiiure, des Lezithins und des Chole- 
sterins im Kaninchenblutserum vor und nach der Insulininjektion. 


METHODISCHES 


Als Versuchstiere sind Kaninchen gebraucht worden. Der 
Versuch wurde am niichternen Tiere ausgefihrt. Man entnimmt 
etwa 15 ccm Blut aus der Carotis und injiziert dann das Insulin 
(Connaught Laboratory) von 2 Kinheiten pro Kilogramm des Kér- 
pergewichtes, und entnimmt nach bestimmten Stunden wiederum 
Blut. 

Als Kontrollversuche wurden zweimal das Blut aus der 
Carotis ohne Insulininjektion entuommen. 

Zur Bestimmung der Blutbestandteile benutzten wir folgende 
Methoden: 

1) Blutzucker; Bangsche Mikromethode. 

2) Serumeiweiss und Reststickstoff; Enteiweissune mit Meta- 

phosphorsiiure und dann Kjeldahlverfahren. 

3) Serumlipoide; Bloorsche Methode. 

4) Wassergehalt ; man entnimmt etwa 1g Blut und bestimmt 

den Wassergehalt nach gewohnlicher Weise. 

5) Hamoglobin; Sahlische Methode. 


VERSUCHSERGEBNISSE. 
1) Blutzucker. (s. Tabelle I u. IL.) 


Aus der Tabelle ersieht man, dass der Blutzucker meistens 
deutlich abnimmt, aber zeitlich unabhingig von der Entnahme 
des Blutes. In den Kontrollversuchen konstatiert man eine 
auffallende Hyperglykimie, die durch den Aderlass und die 
Operation erklirt werden muss. 
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TABELLE I. 
Einfluss des Insulins auf den Blutzuckergehalt. 
Kaninchen Blutzucker 

cc 

» ~ cs 

Datum ora] : mA 
Galepeeele uns mae lee 
8 g & Ha : N 2 d H as 
| | 5 = = e as| 8 S 
| 3 i cI o oa oS Ee 
5 o He) 5 a 4 eg 1 6 
7 ) Mi r A A As! & i 

g 2 % % St. 
April 1 1 te} 1770 0.093 | 0.053 | —43 1 = = 

S| ul Q g. 1500 0.095 | 0.050 | —47 “6 = 
es 1 3 g. 1540 0.100 | 0.046 —54 . _ =: 
~ 3 4 AS 1520 0.081 0.081 0 2 = = 
” 3 5 AS 1370 0.082 | 0.055 —33 5 — _ 
x 3 6 2! 1300 0.090 | 0.057 == BY/ 3 _ ~ 
> 5 if Ss 1670 0.081 | 0.043 = 3 — = 
eo. 8 a 1630 0.098 | 0048 Spill 3 _ 
25 5 9 Ss 1600 0.100 | 0.038 —62 ss = a 
> 7 10 & 2250 0.099 | 0.0€0 —40 4 = = 
oe 7 11 & 2100 0.079 ().059 = 2S - _ _— 
= 7 12 S 2000 0.088 | 0.048 —45 - + 
» 9 13 S 1600 0.091 | 0.025 753 5 _ — 
8 9 14 AS 2000 0.073 | 0.067 aS » — — 
be 9 15 > 1830 0.106 | 0.049 | —54 & — = 
Mittelwert 0.090 | 0.052 | —42 
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TABELLE II (Kontrollversuche) 


Kaninchen Blatzucker 
3 
a mA 
Datum Be R= =| 
2 B Poa Toe 
ra S) & : N g q 4 
>) ° : > a ~ oc Lay 
| 5 3 = = |28) 2 
ele |e | ap @ fe |e ae 
2 S f = = aol wh oo 
Z 5 x 4 | a) 1) td 
a | Wa 0” = Ki =. 
40 49 
Apri 1 | 16 | 2 0.112 | 0.171 
Pee tN on eg er 0.101 | 0.153 
ae ak! 18 is: 0.089 0.208 
oe iS 19 Ss 0.098 0.137 
sg Oh Pes 0.078 | 0.150 


Mittelwert 0.096 0.164 
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TABELLE IIL. 


Serumeiweiss und Reststickstoff, 


Eiweiss im 100 com Serum| Reststickstoff in 100 


com Serum Stunden 
Kaninchen ‘ nach d. 
vor nach Differ. mg nach Differ. al 
g g % mg my mg 
1 5.8 5.2 10 58 56 8 1 
2 6.2 5.6 —10 49 49 0 i 
3 59 54 ig 53 61 +15 :- 
4 6.1 5.4 —11 47 49 + 4 2 
5 6.1 6.1 0 46 46 0 3 
6 6.1 5.7 —7 47 49 + 4 4s 
i 6.2 5.5 —11 46 42 — 9 3 
8 6.5 4.6 = 46 47 +2 ‘ 
9 6.8 54. —20 39 42 tam 2 
10 6.3 5.8 — 8 42 49 +17 4 
11 5.7 5.3 —7 37 47 +27 x 
12 6.6 6.2 4.6 43 47 +14 Ps 
13 6.2 5.8 —15 39 43, +10 5 
14 7.1 5.8 —18 35 42 +20 3 
15 5.7 5.0 —12 37 42 +14 s 
Mittelwert 6.2 5.5 —11 44 47 +10 
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TABELLE IV. 
Kontrollversuche. 
Ejiweiss in Rest-N in 
100 cem Serum 100 ccm Serum Das Blut IL 
Kaninchen Sa a Pa wird ent- 
ie ; nommen nach 
be : ile I. cae 
Blat- Sorum. Differ. Serum | Serum Differ. 
serum 
a || g % mg mg % St. 
16 hak: 5.6 —21 54 63 +17 ak 
17 6.4 5.4 -19 46 54 +17 2 
18 5.7 5.3 -14 35 47 +34 3 
19 5.8 4.9 -14 40 53 +32 4 
20 5.8 4.9 ~14 49 51 +4 5 
Mittelwert 6.2 5.1 -16 45 54 +21 


2) Serumeiweiss und Reststickstof. (s. Tabelle IIL u. IV.) 


Wie die Tabellen IIT und IV zeigen nimmt nach der Insulin- 
injektion das Serumeiweiss ab, wahrend der Reststickstoff meistens 
zanimmt. In den Kontrollversuchen konstatiert man aber auch 
nach einfacher Blutentziehung dasselbe Resultat in der Bezichung 
des Serumeiweisses und Reststickstoffes. 


3) Serumlipoide. (s. Tabelle V u. VI.) 
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Im allgemeinen nimmt jede Fraktion der Lipoide parallel- 
weise ab, aber ebenfalls unabhidngig von der Zeit der Blutentnahme. 
Obgleich in den Kontrollversuchen die Lipoide ebenfalls abnehmen, 
schwindet diese Abnahme doch schon in zwei Stunden, wihrend im 
Insulinversuche die Abnahme noch nach fiinf Stunden andauert. 

Wie man aus Tabelle VII ersieht, nehmen das Serumeiweiss, 
die Gesamtfettsiure, das Lezithin und Cholesterin im sekundir 


TABELLE VIL. 


Ubersichtstabelle. 
Kontrollversuche 
Blutbestandteile vor d. Inj. | nach d. Inj. 
I Serum IT Serum 
Serumeiweiss 6.2 g 5.5 g 6.2 g 5.1 g 
Differenz —11% —16% 
Rest-N 44mg 47 mg 45 mg 54 mg 
Differenyz 10% 21% 
Gesamtfettsiure 0.22 g 0.18 g 0.29 g 0.26 a 
Differenz —18% —10% 
Lezithin 0.11 g 0.09 g 0.13 g 0.11 g 
Differenz —18% —12% 
Cholesterin 0.06 g 0.05 g 0.10 g 0.08 8 
Differenz —16% —11% 
Gesamtfettsiinre 2.0 21. 22 2.4. 
Lezithin 
Lezithin 1.9 2.0 1.4 1.4 
Cholesterin 
Blutzucker 0.090% 0.052% 0.096% 0.164% 


Differenz — 4296 +75 9% 


. 
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entnommenen Blutserum sowohl in Fallen von Insulininjektion, 
als auch in den Kontaollversuchen ab, und der Reststickstoff VANE 
wahrend nur der Blutzucker nach der Insulininjektion auffillig 
abnimmt und in den Kontrollversuchen zunimmt. Das Fettsdure- 
Lezithin-Verhaltnis und Lezithin-Cholesterin-Verhiltnis bleiben 
fast immer gleich. 

Nach diesen Versuchen ist es sehr wahrscheinlich, dass die 
Veranderungen der obengenannten Blutbestandteile, nach der 
Insulininjektion, abgesehen vom Blutzucker, nicht durch das 
Insulin hervorgerufen werden, sondern durch den Aderlass erzeugt 
werden. 

Um demgemiiss den Einfluss des Aderlasses auf die Blut- 
bestandteile zu beseitigen, gingen wir in anderer Weise vor: man 
entnimmt wenig Blut aus der Ohrvene und bestimmt den Wasser- 
und Himoglobingehalt, injiziert dann subkutan das Insulin und 
entnimmt nach bestimmten Stunden etwa 15ccm Blut aus der 
Carotis und bestimmt die oben genannten Bestandteile. Die 
Resultate bezeichnen wir in der Tabelle VIII. 

Wie man aus der Tabelle ersieht, sind die Durchschnittswerte 
des Serumeiweisses, Reststickstoffes und jeder Fraktion der 
Lipoide fast gleich wie in den normalen Fallen der Tabelle VU, 
d.h. das Insulin hat fast keinen Einfluss auf diese Bestandteile. 

Der Wassergehalt nimmt wenig zu und der Haimoglobingehalt 
etwas ab. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


Nach diesen Versuchen erkennen wir, dass die Menge des 
Blutzuckers durch das Insulin herabgesetzt wird, und dass der 
Wassergehalt etwas zunimmt. Das Serumeiweiss und der Reststick- 
stoff werden jedoch durch Insulin fast nicht beeinflusst. Die 
Serumlipoide scheinen nach Insulininjektion etwas vermindert zu 
sein. 

In unseren Experimenten ersieht man die Verminderung des 
Eiweisses im sekundar entnommenen Blutserum, aber diese Ver- 
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iinderung ist nicht durch Insulin erzeugt worden, sondern diese 
Substanzen sind wohl infolge der Verdiinnung des Blutes nach 
dem Aderlass vermindert. Die Vermehrung des Reststickstoffes 
im Serum nach dem Aderlass kann durch das Zerfallen des 
Korpereiweisses, wie Buell zcigte, verursacht sein, um das 
verlorene zirkulierende Eiweiss zu ersetzen. 
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INTRODUCTION. 


Tt has long been known that proteins when dissolved in dilute 
acids, alkalies or even pure water, undergo an irreversible change, 
known as denaturation, the products of which, though retaining 
the characteristic properties of the proteins, differ from the original 
substances in being insoluble in water and neutral salt solutions. 
Our knowledge of the chemical changes attending the denaturation 
of proteins is, however, very limited. 


* he results given in this paper were presented at the meeting of April 
10, 1924, to the Peking section of the Society for Experimental Biology and 
Medicine, and an abstract is published in the Proceedings for that meeting. 
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Since acids and alkalies in moderate concentrations and at 
high temperatures can completely hydrolyze proteins, it is logical 
to infer that the action of acids and alkalies in low concentrations 
and at ordinary temperatures represents the early stages of hydro- 
lysis. This is indeed the commonly accepted view, but the existing 
experimental evidence is not at all convincing. 

The researches of Goldschmidt (1898) and Zunz (1899) point 
to the conclusion that the acid albumin corresponds only to one 
part of the original albumin molecule and that during its formation 
albumoses are split off. Erb (1901) found, however, that the 
whole of the albumin is converted into acid albumin on being 
boiled for a short time with acids, there being no formation of 
albumoses. Cohnheim cit. in Mann (1906) believed that acid 
albumin is the primary transformation product of the entire 
albumin molecule, while the other products are only formed 
secondarily, after the lapse of some time. 

Nasse (1872) and Schmiedeberg (1897) found alkali- 
albuminates to be poorer in nitrogen than the native albumins. 
Nasse found acid albumins to be also poorer in nitrogen. ‘These 
changes of composition would indicate hydrolysis. ‘These investi- 
gators, however, heated the albumins with acids and alkalies of 
moderate concentration and the substances which they analyzed 
can hardly represent the denatured proteins produced by the action 
of very dilute acids and alkalies at ordinary temperature.* Osborne 
(1902) found that in the conversion of edestin into edestan, which 
may be considered as a typical case of denaturation, a slight loss 
of nitrogen and sulphur occurred. But the difference between the 
analyses was too slight to warrant any definite conclusion. 

Osborne found that the rate of formation of edestan was 


* 


It should be noted, however, that there is no sharp line of demarcation 
between the proteins, the first products of the action of acids, enzymes or water 
on proteins on the one hand, and the metaproteins which result from the further 
action of acids and alkalies on the other hand. We know of no marked difference 
between the properties of these substances and it is not possible to differentiate 
them except by referring to the history of their formation. 
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proportional to the concentration of hydrogen ion, and he concluded 
that edestan was formed by hydrolysis of edestin. This conclusion, 
however, cannot be considered final, since hydrogen ion can 
catalyze not only hydrolytic action but also anhydride formation 
or intramolecular rearrangement. 

In connection with the colorimetric determination of plasma 
proteins by means of the phenol reagent of Folin and Denis, 
one of us (1922) has previously observed that the serum proteins 
which have been dissolved in dilute alkali give more color than 
the same proteins which have not been so treated. With the 
possibility of developing a method based on this observation for 
the differentiation of proteins in view, a study of the changes in 
chromogenic value of a number of proteins, both in HCl and in 
NaOH solutions, was undertaken. Changes in chromogenic value 
were observed in such dilute solutions of acids and alkalies, that 
according to our present knowledge, no question of the decom- 
position of the proteins could arise, and it occured to us that the 
phenomenon under observation might be related to the process 
of denaturation. Since there has been no investigation on this 
subject in recent years, it has seemed desirable to study the 
change in chromogenic value in relation to other effects which 
dilute acid and alkalies may have on proteins. 


Scope AND MrtrHop OF INVESTIGATION. 


We have accordingly studied the effects of dilute acids and 
alkalies on proteins from three points of view: 

1. Change in solubility of the protein as evidenced by 
the formation of a precipitate upon neutralizing the solution. 

2. Increase in the amount of color obtained when definite 
amount of the protein solution is allowed to react with the phenol 
reagent of Folin and Denis in the presence of sodium carbonate. 

3. Liberation of non-protein substances which can be deter- 
mined after the removal of the protein. 

The change in solubility is the only phenomenon hitherto 
recoznized as a sign of denaturation. Theoretically, any one of 
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the three changes may occur alone. In our experience, however, 
they usually, though not always, correlate with one another. It 
is to be noted that while the change in solubility indicates nothing 
as to the nature of the process involved and the significance of the 
change in chromogenic value is also problematical, the liberation 
of non-protein substances would afford a conclusive proof of the 
decomposition of the protein. 

The proteins used in our experiments include the albumins 
of the egg white of duck, goose, hen and pigeon; serum globulins 
and albumins of sheep and horse; the hemoglobins of sheep and 
pig; the globulin of the hemp seed, edestin; the prolamines, 
gliadin and zein; derived proteins, gelatin, proteose prepared from 
beef muscles, and Witte’s peptone. Hen’s egg albumin, for reason 
of its easy accessibility, was studied in detail, while the other 
proteins were used only for purposes of comparison in some 
particular experiments. 

The protein solutions used in our experiments were perfectly 
clear and rendered faintly acid to methyl red with HCl, having 
a pH of 5.0 to 5.4. We chose to start with solutions of this 
reaction, because the denatured proteins are precipitated most 
readily in such solutions. Egg albumin solutions were prepared 
as follows: Egg white was carefully separated from the yolk 
and diluted with 9 volumes of water. The mixture was vigorously 
shaken and 2-3 drops of methyl red were added. 1-N HCl was 
then added, drop by drop and with constant shaking, until a slight 
pink color was obtained. The shaking was continued for 10-15 
minutes, during which the pink color sometimes disappeared and 
1 or 2 more drops of HCl had to be added to restore the color. 
100 cc. of the egg white solution usually required 0.4-0.6 cc. 1-N 
HCl. The mixture was then filtered, giving a perfectly clear 
filtrate. Instead of adding HCl, saturation with CO, could be 
used. Egg white solutions prepared by simply beating and filter- 
ing contain some protein which is precipitated when the solutions 
are made faintly acid to methyl red. ‘The addition of HCl or 
saturation with CO, precipitates this protein. Egg white solutions 
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prepared as described will remain perfectly clear on standing or 
upon the addition of a few drops 0.1-N HCl or NaOH. Such 
solutions contain almost no globulin, as they give only a slight 
turbidity when mixed with an equal volume of saturated ammonium 
Sulphate solution. 

The general procedure of our experiments, unless otherwise 
noted, was as follows: 

500-1000 cc. of an approximately 1% protein solution were 
mixed with an equal volume of 0.1-N HCl or NaOH, giving a 
solution about 0.59§ in protein and 0.05-N in HCl or NaOH. 
To minimize the error due to the time required for mixing, the 
solutions were measured into separate beakers, previously washed 
by the same solutions, and mixed instantly by pouring the acid 
or alkali into the protein solution and back and forth 2 or 3 
times. In the case of proteins which are very quickly altered by 
acids or alkalies, solutions were mixed in small individual lots 
just sufficient for analysis, and the mixing was secured by a motor 
stirrer placed in the protein solution when the acid or alkali was 
poured into it. With practice, not more than 0.8 second was 
required to mix two solutions of 50cc. each. The acid or alkaline 
protein solution thus prepared was used for the study of all the 
three changes mentioned above. 

For the study of the change in solubility 100 cc. portions of 
the mixture were neutralized, at different time intervals after 
the mixing, with 50 cc. of 0.I-N NaOH or HCl as the case may 
be. In dealing with short time intervals, the alkali or acid was 
measured into a clean beaker and poured all at once into the 
protein solution. The precipitate formed usually flocked quickly 
and could be filtered in a few moments. In some cases the 
reaction had to be adjusted by adding a few more drops of acid 
or alkali, while in some other cases the neutralized mixture had 
to stand several hours before it could be filtered. The amount 
of protein in the original solution and that in the filtrate were 
determined by Kjeldahl’s method. ‘The difference was taken to 
represent the amount of denatured protein. 
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For the study of the change in chromogenic value 1 cc. 
portions of the mixture were measured into 50cc. Erlenmeyer 
flasks and, at different time intervals after the mixing, diluted with 
20 ce. H,O followed by 0.5cc. of phenol reagent and 3ce. of 
20% sodium carbonate solution. After 10 minutes, the color 
developed was compared with that of a solution prepared at the 
same time and in a similar manner from Icc. of the original, 
approximately 129¢ protein solution which had been diluted with 
an equal volume of water. Occasionally, the chromogenic value 
of the original protein in terms of tyrosin was determined, and 
the latter, usually 0.2 mg., was used as the standard. ‘This pro- 
cedure was necessary when the protein mixture had to stand 
longer than a day and there was danger of change of the original 
protein by bacterial action. 

For the study of non-protein substances 100 cc. portions of 
the solution were measured out and, at different time intervals 


after the mixing, 10cc. each of 109 sodium tungstate and oe 


vo 
N sulphuric acid, were added, followed by 5ce. of N NaOH or 
HCl as the case may be. The precipitated protein was filtered 
off, and the filtrate used for the determination of non-protein 
substances. ‘The control was prepared by mixing in the following 
order: 5cec, N HCl, 5cc. N NaOH, 45 ce. H,O, 50 cc. original 


protein solution, 10 cc. 10% sodium tungstate and 10 cc. aa N 


vo 
sulphuric acid; and filtered in the same manner. 


CHANGE IN SOLUBILITY. 


All the albumins, globulins and hemoglobins which we have 
studied show change in solubility in 0.05 N HCl and NaOH 
solutions. The general behavior of these proteins is similar with 
two exceptions to be noted below. Zein, gliadin, gelatin, proteose 
and peptone, when treated with HCl or NaOH, give no precipitate 
on neutralization. 

The rapidity with which some proteins suffer changé in 
solubility by the action of dilute acids and alkalies is remarkable. 
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This is illustrated by the following experiment on edestin which 
would make a striking demonstration on the lecture table. 

0.1 gm. of edestin (Pfanstiehl) was ground with 10 cc. of 10% 
NaCl in an agate mortar until all the edestin had dissolved. The 
solution was turbid due to the presence of some edestan which 
was removed by centrifuging. 0.5 cc. portions of the perfectly 
clear edestin solution were measured into a series of three test 
tubes, each containing 4.5cc. of H,O. ‘The solutions became 
turbid as edestin is only slightly soluble in 1% NaCl. That the 
edestin was not denatured by this dilution is shown by the fact 
that all the precipitate would redissolve upon the addition of an 
equal volume of 20% NaCl. 

To the first tube Icc. of 0.01-N HCl was added. The 
solution became clear. 7 cc. of 20% NaCl were added, followed 
by lcc. of 0.01 N NaOH. A copious precipitate was formed, the 
filtrate from which contained only a trace of protein. 

To the second tube 1cc. of 0.01-N NaOH was added. The 
solution became clear. 7 cc. of 2% NaCl were added, followed 
by lcc. of 0.01—-N HCl. A slight turbidity was obtained showing 
that a little of edestin was denatured. 

To the third tube were added 2cc. H,O and 7 ce. 20% NaCl. 
The turbidity gradually disappeared especially on warming. The 
precipitates in the other tubes did not redissolve on warming. 

It is thus seen that all the edestin (about 5 mg.) is converted 
into edestan by the action of 1 cc. 0.01-N HCl in 6ce. solution 
while the action of alkali is much slower. 

The velocity of denaturation of edestin found in our experi- 
ments is much greater than can be concluded from the observation 
of Osborne (1902). Suspending one gram of edestin in 14 ce. 
0.01-N HCl plus 6 cc. H,O he found only 29.89% and 33.55% 
denaturated at the end of 3 and 20 hours respectively. This ap- 
parently slower action of the acid in Osborne’s experiments can 
be explained by the fact that most of the acid combined with 
edestin and that the acid did not penetrate into the edestin 


particles. 
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The action of acids and alkalies on other proteins is much 
slower than that on edestin. Hemoglobins and serum globulins, 
however, come close to edestin in the ease of denaturation. When 
1° sheep hemoglobin solution is mixed with an equal volume of 
0.1-N HCl, 90% of the hemoglobin is precipitated upon neutrali- 
zation at the end of 5 seconds. The action of alkali on hemo- 
globin is somewhat slower. When 1% horse serum euglobulin 
solution is mixed with an equal volume of 0.1—N NaOH, more 
than 50% of the globulin is denatured in 5 seconds, although 
with 0.1—N HCl it takes 6 minutes to effect the same amount of 
transformation. In the case of albumins the denaturation takes longer 
time and the kinetics can be followed. The course of denaturation of 
several different eg¢ albumins in 0.025 and 0.05 - N HCl and NaOH 
solutions is shown in Tables I-IV, and Figures 1-4. 


TABLE Ta. 


Denaturation of hen's egg albumin in 0.05 N HOl at 25°C. 


Concentra- 
: tion of |Soluble N Pereent a a iL 
Time aaldhie t quar 100} de- a le per Saks 
~ wee Total } matured| ®-* a- | t n-X 
% ie sear 
0 hour 0.453 100 0 — — | as 
3 0.328 72.3 27.7 1.58 0.140 0.0467 
6 0.257 56.6 43.4 1.76 0.246 0.0410 
12 0.202 44.5 55.5 2.24 0.350 0.0292 
1 day 0.144 318 68.2 3.15 0.499 0.0208 
2 0.111 24.6 75.4 4.08 0.611 0.0127 
a 0.0875 19.3 80.7 5.18 0.715 0.0099 
5 0.078 17.2 82.8 5.80 0.764 0.0064 
| 0.0€8 15.6 S44 6.66 O.824 0.0057 


a=concentration of the albumin at the beginning. 
a-x=concentration of the albumin at time t. 
t=time in hours. 
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TABLE I b. 
Denaturation of hen’s egg albumin in 0.025 N HCl at 28°C. 
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Concentration of 


x 100 Percent donatured 


Time soluble N x 6.25 ae 
O47 
0 hr. 0.562°— 100 
3 0.510 90.6 
6 0.473 84.0 
9 0.460 81.7 
15 0.4.44. 78.9 
1 day 0.422 75.0 
P 0.388 69.0 
A 0.352 62.5 
6 0.323 57.4 
TABLE IL. 


Denaturation of hen’s egg albumin in 0.05 N NaOH at 25°C. 


Concentra- 
Hae rene 

N x 6.25 

; mae 
0 min. 0.454 
10 0.370 
20 0.337 
30 0.307 
40 0.295 
1 hr. 0.269 
13 0.239 
2 0.227 
3 0.203 
5 0.174 
8 0.147 
12 0.126 
24 0.108 


Soluble N 
Total N 


100 
81.4 
74.1 
67.6 
65.0 
59.2 
52.6 
50.0 
44.7 
38.3 
32.4 
27.7 
23.8 


x 100 


Percent 4 a 
ee a-xX oe a-X ioe a-x 
0 = = _ 
186 1.23 0.090 0.540 
25.9 1.35 0.130 0.390 
32.4 1.48 0.170 0.340 
35.0 1.54 0.188 0.282 
40.8 1.69 0.228 0.228 
47.4 1.90 0.279 0.186 
50.0 2.00 0.301 0.150 
55.3 2.24 0.350 0.117 
61.7 2.61 0.417 0.083 
67.6 3.09 0.490 0.061 
72.3 3.60 0.556 0.046 
76.2 4.20 0.623 0.026 


a= Concentration of the albumin at the beginning. 


a-x= 


t=time in hours. 
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TABLE M1. 


Denaturation of goose’s egg albumin in 0.05 N NaOH at 25°C. 


Time 


min. 


So 


brs 


| og Ld 


wm W 


a1 oO 


10 


ae ~~ x 100 Percent denatured 
% 

0.401 100 0 

0.305 76.0 24.0 
0.255 63.7 36.3 
0.206 514 48.6 
0.175 43.5 56.5 
0.155 38.5 61.5 
0133 $3.1 66.9 
0.119 29.5 70.5 
0.116 28.9 valgt 
0.107 26.7 73.3 
0.104 25.9 74.1 

TABLE IV a. 


Denaturation of duck’s egg albumin in 0.05 N NaOH at 25°C. 


Concentra 
Time tion of {Soluble N- 
solubl Total N 
N x 6.25 
min. ¥ 
0 0.496 100 
2 0.417 84.0 
z 0.385 77.6 
1 0.335 67.5 
13 0.298 60.1 
2 0.257 51.8 
3 0.236 47.6 
5 0.209 42.1 
7 a a 
10 0.186 37.5 
20 0.150 30.3 
€0 


Percent 
x 100 de- 
natured 


69.7 


Concen- 
tration |Soluble N 
of soluble} Total N 

Nx 6.25 


1.083 
0.992 
0.950 
0.894 
0.851 
0.802 
0.766 
0.721 
0.630 
0.599 
0.531 
0.411 


100 
21.6 
87.6 
82.5 
78.5 
74.0 
70.7 
66.6 
58.1 
55.3 
49.0 
37.9 


Ae fb | 


ee Sr resets fm 


~ 
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TABLE IV b, 


Denaturation of duck’s egg albumin in 0.025 WN NWaVS at 25°C. 


Time Sac oy < ae ~ %100 Percent dextured 
min. 
0 0 
5 144 
10 244 
20 36.7 
30 44.7 
40 414 
50 925 
60 5D 
120 513 
180 O24 


These are typical of the results we obtained. 

It will be noted that the rate of denaturation varies widely 
with different proteins. Under the conditions of our experiment 
the time required for 50% denaturation, a8 measured by the 
amount of insoluble N, is shown in Table Y. 

We have not tried to keep the solutions at constant tem- 
perature and hydrogen ion concentration, both of which have a 
marked influence on the rate of denaturation. Nevertheless, dupli- 
cate experiments have yielded concordant results. When the 
conditions of the experiment are more accurately controlled, the 
rate of denaturation may serve for the differentiation of proteins. 

That the rate of denaturation is dependent on the hydrogen 
or hydroxyl ion concentration is clearly shown by a comparison 
of the results for 0.05 N and 0.025 N HCl (Tables Ia & I b, and 
Fig. 1) and those for 0.05 N and 0.025 N NaOH (Tables IV 42 & 
IV b and Fig. 4). In 0.59 hen’s egg albumin solution 68% of 
the protein were denatured in 24 hours in 0.05 N HCl, while in 
0.025 N HCl only 25% were denatured, in spite of the fact that 
the latter experiment was performed at a higher room temperature. 
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TABLE V. 


Time required for 50% denaturation of proteins in 0.05 N HCl and NaOH 
solution at 25°C. Concentration of protein about 0.5%. 


Source of protein HCl NaOH 
Hen’s egg albumin 9 hours 2 hours 
Goose ,, * 3 days 1 min. 
Duck ,, ns 3 days 2.7 min. 
Pigeon ,, Me 3 hours ~ 
Horse serum euglobulin 6 minutes 4 (?) sec. 

albumin -- 15 minutes. 


Similarly, in 0.59§ duck’s egg albumin solution 69.7% of the 
protein were denatured in 20 minutes in 0.05 N NaOH, while in 
0.025 N NaOH only 36.79% were denatured. With higher protein 
concentration the rate of denaturation was much slower, because 
more of the acid or alkali is bound by the protein. ‘Thus, in 
1% duck’s egg albumin.solution only 519 were denatured in 20 
minutes in 0.05 N NaOH as against 69.79% when the albumin 
solution was half as concentrated. 

Although the denaturation of proteins is in all probability 
a monomolecular reaction, the velocity constant K calculated on 
this assumption decreases rapidly with lapse of time (Tables Ia 
& If). There are three possible explanations: (1) change in the 
reaction of the solution occurs as the result of denaturation; (2) 
only a part of the denatured protein molecule forms insoluble 
product while the remainder is soluble; and (3) the insoluble 
protein undergoes further change into soluble products. 

That the formation of soluble products of denaturation is not 
a significant factor is shown by a reference to the two experiments 
(Tables VI-VIT) where the course of denaturation was followed 
by the amount of heat coagulable protein as well as by the N 
left in the filtrate from the insoluble protein. 'The heat coagulable 
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TABLE VI. 


Denaturation of hen’s egg albumin in 0.05 N HCl followed by 


coagulable protein and soluble nitrogen. 


Grams per 100 cc. 


Tiras Coagulable Coagulable Soluble N Soluble 
protein protein N (Kjeldahl) noncoagulable N 
0 hr. 0.4642 0.0720 0.0832 0.0112 
3 0.3356 0.0520 0.0611 0.0091 
6 0.2797 0.0434 0.0527 0.0093 
9 0.2412 0.0374 0.0483 0.0109 
15 0.1668 0.0259 0.0389 0.0130 
1 day 0.1493 0.0232 0.0365 0.0133 
2 0.0627 0.0097 0.0223 0.0126 
3 0.0476 0.0074. 0.0196 0.0122 
6 0.0153 0.0024 0.0158 0.0134 
TABLE VIL. 


Denaturation of hen’s egg albumin in 0.05 N NaOH followed by 


coagulable protein and soluble nitrogen. 


Grams per 100 cc. 


Time Ooagulable Congulable Soluble N Soluble 
protein protein N (Kjeldahl) noncoagulable N 
0 min. 0.4642 0.0720 0.0832 0.0112 
10 0.3381 0.0524 0.0648 0.0124 
20 0.2950 0.0458 0.0565 0.0107 
30 0.2700 0.0419 0.0536 0.0117 
45 0.2408 0 0373 0.0483 0.0110 
1 hr. 0.2181 0.0339 0.0443 0.0104 
14 0.1861 0.0289 0.0401 0.0112 
2 0.1614 0.0250 0.0356 0.0106 
3 0.1239 0.0182 0.0307 0.0125 
5 0.0862 0.0134 0.0247 0.0113 
9 0.0539 0.0084 0.0208 ? 0.0124 
1 day 0.0135 0.0021 0.0226 0.0205 
2 0.0003 0.0000 0.0182 0.0182 
6 0.0072 0.0011 0.0283 0.0272 


© 
i | 
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protein was determined by heating a measured volume of the 
filtrate to gentle boiling with the addition of 1 or 2 drops of 5 % 
acetic acid; and the coagulum was filtered on weighed filter 
paper, washed with slightly acidified water, dried at 100°C. and 
weighed. It will be noted that the amount of N calculated 
from the coagulated protein was less than the amount of soluble 
N determined by Kjeldahl’s method, showing the presence of 
soluble, non-coagulable, nitrogenous substances. The difference 
between the two N values, however, remained practically the 
same, within the limits of experimental error, till most of the 
protein had been denatured. This difference simply represented 
the non-protein N originally present in the protein solution. 
There was only a slight increase of the soluble non-coagulable N 
in 0.05 N NaOH solution after 24 hours, and in acid solution 
there was no noticeable increase even after 6 days. It would 
seem, therefore, that the first products of denaturation are in- 
soluble and represent the whole of the original protein molecule, 
while the soluble, non-coagulable substances are formed secondarily 
from the denatured protein. The second and third possibilities 
having been excluded, the rapid decline of the velocity of dena- 
turation must then be explained by the change in the reaction of 
the solution. 

The decrease of hydroxyl ion concentration in alkaline albumin 
solution with lapse of time has been shown electrometrically by 
Pauli and Spitzer (1918-1914). In neutralizing the alkaline 
protein solution which had stood for some time, we found that 
the amount of acid required was less than the equivalent of the 
alkali originally added to the protein. 100cc. of alkaline hen’s 
egg albumin solution, containing 50 ce. of 0.1—-N NaOH, required 
after 3 days only 44cce. of 0.1—-N HCl to bring the mixture to a 
slightly acid reaction to methyl red and to precipitate the denatured 
protein. If 50cc. of 0O.1-N HCl were added, the precipitate 


The weight of protein multiplied by 0.1551 gives the amount of N, since hen’s 
egg albumin contains 15.5% N according to Osborne and Campbell; J. Am. 
Chem. Soc., 21, 477 (1899). 
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would redissolve. After 5, 9, and 21 days only 32, 20 and 9 ce. 
of 0.1-N HCl respectively were required. The decrease of 
hydroxyl ion concentration as well as the titrable alkalinity of 
the solution shows that the protein denatured by alkali is more 
acid and binds with more base than the original protein. 

Similarly, the hydrogen ion concentration in acid protein 
solution decreases with lapse of time. This we have shown 
colorimetrically, using thymol blue (acid range) as indicator. 
10 cc. of approximately 0.5 % hen’s egg albumin solution were 
mixed with 10cc. of 0.1—N HCl, and 0.5cc. of 0.04 % thymol 
blue was added. The color of the solution was orange red at the 
beginning, but it gradually faded to yellow in the course of a 
few hours. Although the absolute pH of the solution could not 
be thus followed, on account of the “protein error,” the decrease 
in hydrogen ion concentration was certainly demonstrated. The 
titrable acidity of the acid protein solution also decreases on 
standing, although this is much less than the decrease in alkalinity 
in alkaline protein solution. 100cc. of hen’s egg albumin in 
0.05 —N HCl solution which has stood 3 days required 48 cc. of 
0.1 — N NaOH for neutralization and precipitation of the denatured 
protein. 

Having discussed the general features of denaturation, from 
the standpoint of solubility two exceptional cases should be 
mentioned. 

Pigeon’s ege albumin in 0.05 N (or stronger) NaOH gives 
nothing more than a slight turbidity on neutralization, even after 
the alkaline solution has stood a week. That the protein has 
undergone extensive change is shown by the marked decrease in 
titrable alkalinity of the solution and by the absence of heat 
coagulable protein. After 6 weeks, however, a precipitate was 
obtained on neutralization. It seems, therefore, that the first 
product of the denaturation of pigeon’s egg albumin by alkali 
is soluble, and that an insoluble protein is formed only secondarily. 

Horse serum albumin in 0.05-N HCl solution (also 1% in 
Na,SO,) gave no precipitate on neutralization, even after the 
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solution had stood two months. The protein apparently underwent 
no change, since (after neutralizing the acid) it could be coagulated 
by heat, and there was no decrease in the titrable acidity of the 
solution. However, if only 50 cc. of 0.1—N HCl were added 
to 200 ce. of 1% albumin solution, the protein was denatured 
and gradually precipitated out even without neutraliza- tion of 
the acid. Why the horse serum albumin is denatured in 0.02 — N 
but not in 0.05 -— N HCl solution, we have no explanation to offer. 


INCREASE IN CHROMOGENIC VALUE. 


The chromogenic value of proteins in acid or alkaline solu- 
tions determined as described above increases with lapse of time. 
If the chromogenic value of the untreated protein is taken as 
unity and the percentage increase plotted against time, the 
curves obtained simulate closely the “denaturation curves.” 
Tables VIII-XI and Figs. 5-8 show the results of some experi- 
ments with hen’s egg albumin and serum proteins. 

All the proteins which show change in solubility show also 
marked and regular change in chromogenic value with lapse of 
time. Zein, gliadin, gelatin, proteose and peptone show no 
appreciable change in chromogenic value. 

The relation between change in solubility and change in 
chromogenic value is not only qualitative. If the curves of de- 
naturation (Figs. 1-2) are compared with those of chromogenic 
value (Figs. 5-6), they will be found to be nearly identical. It 
is highly probable that the changes in solubility and in chromo- 
genic value are related to the same chemical change of the 
protein. 
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TABLE VIII. 


Increase of chromogenic value of hen’s egg albumin in 0.05- 
N HCl at 25°C. Concentration of albumin 0.45%. 
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Color of denatured protein 


Tame Color of original protein 
days 
0 1.000 
1 1.050 
1 1.107 
2 1.119 
3 1.130 
4 1.130 
6 1.135 
10 1.142 


TABLE IX. - 


Increase of chromogenic value of hen’s egg albumin in 0.05- 
N NaOH at 30°C. Concentration of protein 0.45%. 


Color of denatured protein 


zene Color of original protein 
hrs. 
0 1.000 
at 1.105 
4 
z 1.182 
2 1.230 
4 
1 1.263 
13 1.303 
2 1.367 
3 1.430 
5 1.520 
rf 1.550 
24 1.697 
76 1.710 
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TABLE X. 


Increaso of chromogenic value of horse serum albumin in 0.05- 
N NaOH at 25°C. Concentration of albumin 0.5332%. 


Color of denatured protein 


Time Color of original protein 
hrs. 
0 1.000 
; LALO: 
1 1.175 
14 1.220 
2 1.260 
3 1.325 
A 1.355 
5 1.385 


TABLE XI 


Increass of chromogenic value of sheep serum in 0.05- N NaOH 
at 80°C. Concentration of serum 1:20 


Color of denatured protein 


Time Color of oriyinal protein 
min. 

0 1.000 
5 1.045 
10 1.080 
15 1.105 
30 1.168 
45 1.240 
60 1.290 
90 1.350 
120 1.370 


210 1.380 


KKK 
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The increase in chromogenic value attending the conversion 
of edestin into edestan is very rapid but it can nevertheless be 
demonstrated in the following way. 

1 ce. of 1% edestin in 109% NaCl was diluted with 10 ce. 
H;0, followed by lec. 0.01-N HCl. The turbidity formed upon 
dilution with H,O disappeared on the addition of HCl. 9 more 
cc. HO and 1 ce. 10% NaOH were added, followed immediately 
by 0.5 cc. phenol reagent. The color developed was compared 
with a standard prepared at the same time as follows: 1 cc. 
1% edestin in 10% NaCl plus 20 ce. H,O plus 1 cc. 109§ NaOH 
plus 0.5 ce. phenol reagent. Setting the standard at 20, the 
unknown read 17.5. The same result was obtained whether the 
HCl was neutralized immediately or allowed to act on the edestin 
for 3 minutes or 15 minutes, showing that the change took place 
instantaneously. 

It.should be noted that the ratio of the chromogenic value 
of edestan to that of edestin is not 20: 17.5 since some of the 
edestin in the standard must haye been converted into edestan 
by the action of the alkali before the phenol reagent was added. 
The action of alkali on edestin is, however, comparatively much 
slower than that of acid. Thus, in spite of some denaturation 
by the alkali in the standard, a difference in chromogenic value 
was still demonstrable between the edestin which has been and 
that which has not been treated with HCl. NaOH was used 
instead of Na,CO, because the latter gave a turbid solution. 

What is the significance of the increase in chromogenic value ? 
It will be remembered that the blue color produced from the 
phenol reagent is a reduced complex acid (Wu, 1920). In the 
present study we have shown that the intensity of the color of 
the solution is proportional to the amount of potassium perman- 
ganate required to discharge the color. The increase in the 
chromozenic value of the protein, must, therefore, be due to an 
increased power of reduction and not due to any change in the 
physical state of the color compound. 

What is the cause of the increased reduction of the phenol 


304 H. Wu and D. Yen: : 


reagent by the denatured protein? There are two possibilities. 
First, there may be an increase in the number of reactive groups 
which are combined in the natural protein but which are set free 
by the action of acids and alkalies. Secondly, there may be a 
general splitting of the protein molecule, and the products, being 
smaller, react more readily with the phenol reagent. There is, 
in other words, an increase not in the number of reactive groups 
but in the activity of the groups already present in the natural 
protein. That the chromogenic value of the protein is increased 
by hydrolysis must have been known to Folin and Denis (1912), 
since in their colorimetric method for the determination of tyrosin 
in proteins a preliminary hydrolysis was prescribed. We fownd 
that the chromogenic value of dialyzed horse serum increased 
829 after complete hydrolysis with barium hydroxide. 

The amino-acids which are reactive towards the phenol reagent 
are tyrosin and tryptophane. The reactive group of tyrosin is 
undoubtedly the hydroxyl group and that of the tryptophane 
probably due to the double bond of the pyrrol ring. There is 
no evidence that these groups are combined in the natural protein 
molecule and are set free on denaturation. 

The second explanation is more plausible. Since nonprotein 
substances, as will be shown later, are set free from proteins by 
the action of dilute acids and alkalies, the splitting of the pro- 
tein into smaller molecules is almost certain. 

In the course of the chromogenic value determinations, we 
observed that the amount of turbidity produced when the phenol 
reagent was added to the treated solution was less than that 
produced in the untreated protein solution. When the treated 
protein solution had stood long enough it gaye practically no 
turdidity with the reagent under the same conditions. The de- 
crease in precipitability by the phenol reagent can be explained 
by the decrease in the size of the molecule of the protein. 

The behavior of the protein towards the phenol reagent also 
lends support to the second hypothesis. It has been known that 
the complex acid in the phenol reagent is converted into a non- 
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reactive complex salt (Wu, loc. cit.) by the action of alkali. 
Under the conditions of our experiment, the rate of reduction of 
the complex acid by the protein is of the same order of mag- 
nitude as the rate of destruction of the complex acid. Thus only 
a fraction of the total number of reactive groups has reacted before 
the phenol reagent is all destroyed. If all the reactive groups 
could be made to react, the chromogenic value of the protein 
would not be changed by denaturation provided that the number 
of groups remained the same. ‘This appears to be the case. By 
using NaOH instead of Na,CO; to develop the color, more color 
is obtained. At the same time, the chromogenic value of the 
denatured protein and that of the natural become more nearly the 
same. It is thus certain that the increase in the chromogenic value 
of the protein is due to an increase in the reactivity of the products 
of denaturation over that of the original protein. 

The following are pertinent to the above discassion. 

Experiment showing the proportionality between the chromogenic 
value and the amount of reduced complex acid.—10 cc. of 1% hen’s 
ege albumin solution were mixed with 10 cc. of 1-N NaOH and 
allowed to stand 5 hours. ‘To 5 cc. of the mixture were added 
100 cc. H,O, 3 cc. phenol reagent and 5 cc. 10% NaOH. A 
similar sclution was prepared from a corresponding amount of the 
original albumin solution. The ratio of the color of the denatured 
protein to that of the original protein was 1.11. The color solu- 
tions were then treated as follows: 110 cc. of the solution were 
mixed with 50 cc.of 20% trichlor-acetic acid and centrifuged. The 
supernatant liquid which was free from protein was titrated with 
0.01-N KMn0,. 150 ec. of the liquid from the denatured protein 
required 3.26 cc. and that from the original protein 2.88 cc. to 
discharge all the blue color. The precipitates were almost white, 
but carried down some of the reduced complex acid. ‘They were 
dissolved in 0.5 cc. 10% NaOH, diluted to 25 cc., and the color 
was compared with a portion of the supernatant liquid which had 
been made alkaline. After correcting for the reduced complex 
acid in the precipitates, the amount of KMnO, required to dis- 


366 H. Wu and'.D; Yen: 


charge the color for the entire solution were 3.98 and 3.66 cc. 
for the denatured and the original protein solutions respectively, 
giving a ratio of 1.09 which agreed well with the result of the 
colorimetric determination. 

Experiment showing that the protein does not veact completely 
with pheno! reagent.—A solution of hen’s egg albumin was prepared 
such that the color developed from I ce. of the solution matched 
with that from 1 ec. of 0,91%% tyrosin solution. Different amounts 
of the solutions were measured into 50 ce. Erlenmeyer flasks, 
water was added to make a volume of 20 cce., followed by 0.5 
ee. phenol reagent and 8 cc. 209% Na,CO;. After mixing, the 
solutions were allowed to stand 10 minutes before making the 
color comparison. The results are shown in Table XII. 

TABLE XII. 


Rolative chromogenic values of tyrosin and albumin 
solutions of different strength. 


Colorimetor readings 


Amount of solution 


| Theoretical Tyxosin | Albumin 
ce. ieee mm. | mm. mm. 
ad 4.0 39.4 35.2 
2 as standard 20 20 20 
4 10 9.9 12.3 
6 6.7 6.7 | 9.5 


lt is thus seen that 0.5 ce. phenol reagent was enough for 
0.6 mg. tyrosin and should therefore be enough for 6 cc. of the 
albuinin solution. But the amount of color developed from albumin 
decreases relatively as the amount of albumin increases. ‘This 
shows that the color developed from the albumin is not the 
maximum obtainable but represents only a fraction of it, and 
that this fraction decreases as the excess of phenol reagent per 
unit amount of albumin decreases. 

Experiment showing that egg albumin reacts more nearly com- 
pletely with phenol reagen' in NaOH than in Na,CO, solution, and 
that the increase in chromogenic value of the protein as a result 
of denaturation is less in the former than in the latter solution. Six 
solutions were prepared as follows. 
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A. 1cce. 0.02% tyrosin+20 ce. H,O+0.5 ce. phenol reagent 
+1ee. 109% NaOH. 

B. 1ce. 0.029% tyrosin+18 ce. H,O+0.5 cc. phenol reagent 
+3 cc. 20% Na.CO3. 

OC. 2ce. 1:20 egg white + 20 cc. HO +0.5 ce. phenol reagent 
+1ec. 10% NaOH. 

D. lce. 1:10 egg white+1 cc. 0.1—N NaOH (stood 1 hour) 
+20 ce. H,O+0.5 ec. phenol reagent+1 cc. 10% NaOH. 

K. 3cc. 1:20 egg white +18 cc. H,0+0.5 ce. phenol reagent 
+3 ec. 20% Na,COs. 

F. lec. 1:10 egz white+1 cc. 0.1—N NaOH (stood 1 hour) 
+18 cc. H,O+4 0.5 ce. phenol reagent +3 ec. 209% Na,COs. 


The color of solution B developed slower than that of solution 
A, but at the end of 15 minutes they were identical. This shows 
that substitution of 1cc. 10 % NaOH for 3 cc. 20 % Na,CO, has 
no effect on the extent of reduction in the case of tyrosin. 
Solution E read 30.6 against solution OC at 20, showing that in 


the cas2 of albumin the reduction went only eae as far in the 
vo 


Na,CO; as in the NaOH solution. The color value of F was 
1.15 times that of E, while the color value of D was only 1.07 
times that of C. 


LIBERATION OF Non-PROTEIN SUBSTANCES. 


The liberation of non-protein substances from proteins by the 
action of dilute acids and alkalies at ordinary temperatures is 
indeed very slight, but it is nevertheless demonstrable. 'The 
non-protein filtrate prepared by means of tungstic acid has been 
foand to contain ammonia and other nitrogenous substances. 
The filtrate contains also chromogenic substances which are pro- 
bably tyrosin and tryptophane. In the case of alkali treated 
protein, hydrogen sulphide is also split off and can be easily 
detected with lead acetate paper when the protein solution is 
acidified. The sulphide makes, however, only a negligible fraction 
of the total non-protein chromogenic substances, as the chromo- 
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genic value of the solution is not appreciably changed by passing 
a current of air theough the acidified solution. 

The cours2 of the liberation of ammonia and chromogenic 
substances from hen’s egg albumin by the action of alkali has 
been followed. The non-protein filtrate for the ammonia deter- 
mination was prepared as described above (p. 382). ‘The ammonia 
was determined by shaking 25-50 cc. of the filtrate with 2 gm. 
of permutit, and nesslerizing in a volume of 25cc. As the 
amount of ammonia dealt with was very small, no great accuracy 
could be claimed for these determinations. Duplicate experiments, 
however, have yielded concordant results. The results shown in 
Table XIIl and Fig. 9 are typical. 

The filtrate for the determination of chromogenic substances 
was prepared in the usual manner exc2pt that the protein con- 
centration was twice as high. 10-20cc. of the filtrate were 
measured into 25 cc. graduated tubes, suitable amounts of phenol 
reagent and 20 % Na,CO; were added, and the color developed 
was compared with standards prepared in the same manner from 
suitable amounts of tyrosin. The results are shown in Table XTV 
and Fig. 10. 

The liberation of non-protein substances from protein by the 
action of acids is very slow, and we have made no study of them 
beyond demonstrating that they are actually liberated. 100 cc. 
of N HCl were added to a liter of 1% hen’s ege albumin 
solution, and the mixture was allowed to stand 15 hours. The 
protein was removed by the addition of 100 cc. each of 10% 


sodium tungstate, N sulphuric acid and N-NaOH. ‘The 


vo 

filtrate contained only 0.47 mg. total N and 0.13 mg. ammonia— 
N per 100 cc. as against 0.38 mg. total N and 0.1 mg. ammonia- 
N in the control. The filtrate from the similarly prepared 
alkaline albumin solution which has stood 3 hours contained 
1.08 mg. total N and 0.59 mg. ammonia-N per 100 cc. The total 
N in these experiments was determined by the Kjeldahl’s method. 
The nitrogenous substances, other than ammonia, are in all 
probability amino-acids and peptides. 
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TABLE XIII. 


Liberation of ammonia from 0.45% hen’s egg albumin 


in 0.05-N NaOH solution at 30°C. 


Ammonia-N 


Time 
Total Corrected for blank 
hrs. mg. per 100 ce. mg. per 100 ce. 
0 0.0938 0 
4 0.1143 0.0205 
+ 0.1370 0.0432 
1 0.1458 0.0520 
13 0.1615 0.0677 
2 0.1825 0.0887 
3 0.2275 0.1337 
5 0.2938 0.2000 
7 0.3332 0.2394. 
24 0.8400 0.7462 


TABLE XIV, 


Liberation of non-protein chromogenic substances from 19% hen’s 


egg albumin in 0.05-N NaOH solution at 30°C. 


BR wH © 


Tyrosin equivalent of chromogenic substances 


Total 


Corrected for blank 


mg. per 1U0 cc. 
0.213 


0.333 
0.392 
0.430 
0.53 

0.616 
1.032 
1.513 
1.810 
2.160 


mg. per 100 ce. 
9] 


0.120 
0.179 
0.217 
0.326 
0.403 
0.819 
1.300 
1.597 
1.947 
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The course of the liberation of ammonia and non-protein 
chromogenic substances (Tables XIII and XIV and Figs. 9 and 
10) differs decidedly from that of the change in solubility and 
in chromogenic value. ‘The denaturation of hen’s egg albumin in 
0.05-N HCl solution comes practically to a standstill in 5 days, 
but no detectable amount of non-protein chromogenic substances 
is liberated even after 10 days. About 0.2 mg. of ammonia-N is 
split from hen’s egg albumin in 0.05-N NaOH per 100 cc. of 
0.45% solution in 6 hours when 659% of the protein have been 
denatured (Fig. 2). The same amount of ammonia-N is set free 
in 0.05—N HCl solution in 26 days, long after all the protein has 
been denatured. Obviously, there is no parallelism between the 
denaturation of the protein, as evidenced by the change in 
solubility and in chromogenic value on the one hand, and the 
liberation of non-protein substances on the other hand. The 
latter process is independent of the former. 

The splitting of hydrogen sulphide from proteins is also in 
no way related to denaturation. We have observed the liberation 
-of hydrogen sulphide from different classes of proteins including 
albumins, globulins, and prolamines, when the alkaline protein 
solution is acidified. Pigeon’s egg albumin gives off hydrogen 
sulphide with NaOH as readily as hen’s egg albumin does, 
although no appreciable change in solubility could be detected 
in the former. Alkali treated zein and gliadin give off hydrogen 
sulphide on acidification, but they retain their solubility in 75% 
alcohol. No hydrogen sulphide has been detected in solutions 
of proteins denatured by acid. We cannot agree, therefore, with 
Harris (1923) that the production of a group which reacts with 
sodium nitroprusside is an essential feature of denaturation of 
ovalbumin and certain other proteins. 


FUNDAMENTAL REACTION IN DENATURATION. 


What then is the reaction which underlies denaturation as 
indicated by the change in solubility ?. The liberation of ammonia 
and other non-protein substances is a definite proof of hydrolysis, 
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but we have shown that this hydrolysis goes independently of 
denaturation. Vickery (1922) found that in the case of gliadin 
only 6% of the peptide bonds were split when all the amide-N 
had been set free. Hen’s egg albumin contains 1.3% amide-N 
(Osborne & Harvs). 100 cc. of 0.459¢ albumin solution should 
contain 5.85 mg. amide-N. The amount of ammonia-N liberated 
from ‘hen’s egg albumin in 0.05-N NaOH was only 0.746 mg. per 
100 cc. solution, corresponding to 12.89% of the total amide-N, at 
the end of 24 hours when practically all the protein had been 
denatured (as shown by the absence of heat coagulable protein 
in the filtrate from the insoluble protein). 

If the relative rates of hydrolysis of amide-N and peptide 
bonds of hen’s egg albumin are comparable with those of gliadin, 
the extent of peptide hydrolysis of albumin in 0.05-N NaOH 
solution would be less than 1% of the total when all the protein 
has been denatured. It is improbable that the splitting of such 
a small percentage of peptide bonds should per se cause a marked 
change in the properties of the protein. 

Nevertheless, the reaction underlying the change in solubility 
is certainly a hydrolysis. We have shown that the precipitability 
by complex acids decreases, and the reactivity towards phenol 
reagent increases as the denaturation proceeds, indicating a 
decrease in the size of the protein molecule. 

Osborne (1902) has found that edestan combines with more 
acid than does edestin. In our experiments we have also observed 
that the alkali treated protein is more acid and the acid treated 
protein more alkaline than the original protein. This increase in 
acid and base binding power can occur only as the result of 
hydrolysis. 

Our explanation of the action of acids and alkalies is as 
follows: Acids and alkalies exert on proteins two kinds of action 
both of which are hydrolytic in character. One of these is the 
general hydrolysis of the peptide bonds which leads finally to 
the liberation of all amino-acids. This action is slow and is 
demonstrable for all proteins. The other action is the splitting 
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of certain especially labile bonds, possibly part of a ring structure, 
which manifests itself in a change in the solubility of the protein. 
This action is usually rapid and jis demonstrable only for the 
proteins which contain the labile bonds. Proteins which are the 
products of hydrolysis by acids, alkalies or enzymes would have 
lost these labile bonds and consequently would not show change 
in solubility. This explains the behavior toward acids and 
alkalies of natural proteins (e. g., albumins and globulins) on the 
one hand, and the derived proteins, (e. g., gelatin, proteose, 
peptone etc.) on the other. 

One recalls in this connection Kiihne’s theory of protein 
hydrolysis which may be stated briefly as follows. The protein 
is first split into two bodies belonging to two distinct groups, 
viz., the hemi- and anti-groups. Subsequently, smaller molecules 
of hemi-peptone and anti-peptone respectively are formed. The 
essential feature of this theory is the postulation of the existence 
in the protein molecule of a more resistant anti-group and a less 
resistant hemi-group. It will be beyond the scope of this paper 
to examine the experimental evidences which the adherents and 
critics of this theory have adduced.* In its original form the 
theory is certainly not proved. In the light of the present 
work, however, we are justified in retaining the idea that different 
parts of the protein molecule offer varying degrees of resistance 
to hydrolysis. We may thus speak of anti- and hemi-bonds 
instead of anti- and hemi-groups: and using this terminology, 
the denaturation of proteins is caused by the breaking of the 
hemi-bonds. 


ALLEGED ALTERATION IN STATE OF THE ALKALINE 
Proteins with Larsre or Time. 


Pauli and collaborators (1922) have shown that the phy- 
sicochemical properties of alkaline protein solutions alter with 
lapse of time in a remarkable manner, while the acid protein 


* See, for instance, Mann’s Chemistry of proteids p. 148, and Vickery, 
H. N., Journ. Biol. Chem., (1923): 56, 415. 
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solutions are stable under the same conditions. Schorr (1911) 
found that the viscosity of an approximately 19% serum albumin 
alkali concentrations of 0.04 N upward rose with time to a maxi- 
mum value and then decreased again, while the conductivity 
suffered a continuous decrease. These changes occured even at 
room temperatures and with so low concentrations of alkali that 
the possibility of breaking down of the protein seemed to be 
excluded, and Schorr was unable to discover any change in 
molecular concentration of the alkaline protein solution by deter- 
mining the depression of the freezing point. 

To explain these changes Pauli has suggested that the 
hydration of the albumin ions and perhaps also of the neutral 
particles in alkaline protein solution first increases with time and 
then decreases again. ‘The increase in hydration of the ions can 
indeed account for the decrease in conductivity as the mobility 
of the protein ion is thereby diminished, but it cannot explain 
why the conductivity continues to decrease while the viscosity 
passes through a maximum. Pauli also mentioned the possi- 
bility of the increasing combination of the protein with alkali 
with lapse of time, leading to the disappearance of the parti- 
cularly mobile hydroxyl ion. Whether or not the increase in the 
amount of alkali bound with the protein have any causal relation 
to each other, Pauli did not make clear. The important point 
to be noted is that he ascribed the alteration in the physical 
properties of the alkaline protein solution to some physical change 
of the protein molecules or ions. 

In the light of the findings reported in this paper, the altera- 
tion in the physical properties of alkaline protein solutions can 
be wholly explained by the splitting of the protein molecule. 
Change of hydration of the protein molecules or ions or other 
physical processes may, of course, occur in the protein solution 
with lapse of time, but such physical changes occur only as the 
result of chemical changes which the protein molecules undergo. 

Schorr has found that the variation in viscosity and conducti- 
vity of a 19% ox-serum albumin solution in 0.125 N sodium 
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hydroxide is most marked in the first six hours. This agrees well 
with our finding regarding the rate of denaturation of hen’s egg 
albumin and serum albumin. We have shown that the alkalinity 
of the alkaline protein solution decreases as the protein is de- 
natured. The disappearance of the hydroxyl ion explaines the 
decrease of conductivity. Since the viscosity of a protein solution 
varies with the reaction of the solution and since Schorr himself 
has found the viscosity of the alkaline albumin solution to pass 
through a maximum as the concentration of the alkali is increased, 
the gradual increase to a maximum and the subsequent decrease 
in viscosity of the alkaline albumin solution with lapse of time 
can be explained by the change in the reaction of the solution. 
It seems certain, therefore, that the changes in the physical 
properties of the alkaline protein solutions with lapse of time are 
due to the denaturation of the protein. 

Changes in the physical properties of proteins should thus 
occur in acid as well as in alkaline solution. The failure of the 
Vienna investigators to observe these changes can be explained 
by the slow rate of denaturation of most albumins in acid solutions. 


Us or ACID AND ALKALIES IN ProreiIn PREPARATIONS. 


Although the danger of denaturation of proteins by the action 
of acids and alkalies used in their preparation has long been 
known, the magnitude of this danger has been little appreciated. 
After commenting on the use of alkali for isolating proteins by 
previous investigators, Osborne (1909) states: “It is probable 
that the alterations which result in the protein during extraction 
with sufficiently diluted alkalies have been greatly exaggerated 
and that such solvents often yield preparations of the unchanged 
protein. In fact, experience has shown that evident altcrations 
in the protein molecule result far more quickly and extensively 
under the influence of minute quantities of acid than they do 
under the influence of equivalent quantities of alkali.’ He states 
in another place that “if the concentration in alkali does not 
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exceed a proper limit, many, if not all, seed proteins can be 
obtained by its use with unchanged properties.” 

Our investigations show that as far as the solubility is 
concerned, some proteins, e.g. edestin, are more sensitive to 
acids while some other proteins, e.g. hen’s egg albumin, are 
more sensitive to alkalies. Whether a given protein is more 
sensitive to acid or to alkali must be determined by an experiment 
in each case. We have shown, however, that alkalies split off 
non-protein substances from the protein far more quickly than 
the acids do, and the danger attending the use of alkali is 
correspondingly much greater. Since the splitting of the non- 
protein substances does not go hand in hand with change in 
solubility, this alteration of the protein by the action of alkali 
may easily escape notice. Chittenden and Osborne (1909) 
found that even after digesting with 2% potassium hydroxide 
solution at 40°C. for 24 hours, the zein still retained its original 
solubility in alcohol, and they concluded that zein was particularly 
resistant to the action of alkali. As a matter of fact, the splitting 
of hydrogen sulphide from zein in 0.05-N NaOH can be detected 
in the course of an hour. The zein had simply been altered 
without the formation of an insoluble product, a_ possibility 
recognized by Osborne himself. 

Osborne (1909) recommends the use of 0,1 to 0.2% potassium 
hydroxide solutions or 0.5 to 1.09% alkaline carbonate solutions 
for extracting proteins. We have not investigated extensively the 
_ effects of carbonate on proteins, but from the few experiments we 
made with hen’s egg albumin and serum proteins, 0.5 to 1.0% 
sodium carbonate solutions seem to have no effect. The concent- 
ration of caustic alkali recommended by Osborne is, however, 
decidedly too high. Excluding the edestin, hemoglobin and 
euglobulin which are denatured with unusual readiness, it may be 
said in general that proteins in 0.59% solutions undergo extensive 
change in the course of an hour in 0.04-N NaOH. 

In the case of hen’s egg albumin which is not especially 
prone to denaturation, change can be detected in 0.005 N NaOH 
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solution in 24 hours when the albumin concentration is about 
0.59. 0.005 N HCl has a similar effect. With proteins which 
are more sensitive to denaturation, the change can be detected 
in weaker acid and alkali solutions and in shorter time. 
It seems, therefore, that the use of acids and alkalies for 
extracting proteins is to be strictly avoided when the unchanged 
protein is desired. If acid or alkali has to be used for any 
reason, no more of it should be used than is necessary to form 
a soluble salt with the protein. 

The length of time during which the protein remains in the 
acid or alkaline solution is, of course, a factor to be considered. 
Very brief contact with 0.05 N acids or alkalies may leave the 
protein practically unchanged, while prolonged contact with 
more dilute solutions may produce extensive denaturation. 
Osborne found that edestin was denatured in CO, solution and 
pure water. In the preparation of serum proteins, we have obser- 
ved the formation of precipitates on prolonged dialysis against 
CO, water or even distilled water which always contains some OO,. 
These precipitates are formed not only from euglodulin which is 
insoluble in distilled water, but also from the pseudoglobulins 
and even the albumins, and they cannot be redissolved in neutral 
salt solutions. It seems certain that these precipitates are pro- 
ducts of denaturation of the serum proteins. The precipitated 
protein can be rejected, but the unchanged protein in solution is 
contaminated by the products of denaturation. Thus, in the 
preparation of proteins for physicochemical studies not only the use 
of acids and alkalies is to be avoided, but the period of dialysis 
should be as brief as possible. 


SUMMARY AND CONCLUSIONS. 


1. The effect of dilute acids and alkalies on a number of 
soluble proteins has been studied with regard to (a) the change 
in solubility ; (b) increase in chromogenic value (reducing power 
towards the phenol reagent of Folin-Denis); and (c) liberation 
of non-protein substances. 
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2. All the albumins, globulins, and hemoglobins which we 
have studied including the albumins of the egg white of duck, 
goose, hen and pigeon; serum globulins and albumins of sheep 
and horse; hemoglobins of sheep and pig; and the globulin of 
hemp seed, edestin, show change in solubility in 0.05 -—N HCl 
and NaOH solutions. The solubility of gliadin, zein (in 75% 
alcohol), gelatin, proteose and peptone is not changed by dilute 
acids and alkalies. 

3. The rate of denaturation, conveniently followed by the 
amount of insoluble protein obtained on neutralization, varies 
with different proteins. This may serve for the differentiation of 
proteins. 

4. The hydrogen ion concentration decreases in acid protein 
solution and the hydroxyl ion concentration decreases in alkaline 
protein solution. 

5. The rate of denaturation increases with increasing hydro- 
gen ion concentration in acid solution or hydroxyl ion concentra- 
tion in alkaline solution. An exception is found in horse serum 
albumin which is denatured in 0.02—N HCl but is stable in 0.05 
HCl. 

6. The velocity constant K, calculated on the assumption 
that denaturation is a monomolecular reaction, falls off rapidly with 
lapse of time. This has been explained by the change in the 
reaction of the solution. 

7. Evidence is adduced to show that the first products of 
denaturation are insoluble, while the soluble products are formed 
only secondarily. 

8. All the proteins, which become insoluble by the action 
of acids or alkalies, also show marked increase in chromogenic 
value. Zein, gliadin, gelatin, proteose and peptone show no ap- 
preciable increase in chromogenic value. 

9. The form of the chromogenic value-time curve resembles 
closely that of the denaturation curve. ‘The change in solubility 
and the increase in chromogenic value of proteins are due to the 


game underlying reaction. 
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10. The increase in chromogenic value is not due to the 
formation of new reactive groups towards phenol reagent, but 
rather to an increase in the reactivity of the protein molecule so 
that more groups take part in the reaction. 

11. The precipitability of the protein by complex acids 
(e.g., phenol reagent) decreases as the chromogenic valuein creases. 

12. The chromogenic value of the protein denatured by alkali 
is different from that of the same protein denatured by acid. 

13. Ammonia and non-protein chromogenic substances, which 
are probably tyrosin and tryptophane, are liberated from the pro- 
tein in 0.05—N NaOH at a measurable rate, but only very slowly 
in 0.05—N HCl solution. The course of liberation of these subs- 
tances does not run parallel with that of change in solubility or 
in chromogenic value. Hydrogen sulphide is also split off from 
most proteins in alkaline solution, but it forms an inappreciable 
portion of the non-protein chromogenic substances. The liberation 
of these non-protein substances is not an essential feature of the 
denaturation of proteins. 

14. From the increase in the base and acid binding power, 
and the decrease in precipitability attending the denaturation of 
proteins it has been concluded that the fundamental reaction 
underlying the denaturation of proteins by dilute acids and alkalies 
is a hydrolysis, probably of some especially labile bonds. 

15. The products of denaturation of proteins by acids and 
by alkalies are different. 

16. The change in viscosity and conductivity of the alkaline 
protein solution observed by Schorr is explained by the denatura- 
tion of the protein. ; 

17. The danger of using acids and alkalies as well as pro- 
longed dialysis in the preparation of proteins is emphasized. 
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Rigs 1: 
Denaturation of hen’s egg albumin. 
I. In 0.05—N HOl. Ooncentration of albumin 0.453%. 
Il. In 0.025—N HCl. Concentration of albumin 0.562%. 


1 2 3 4 co 6 7 R 9 10 
Time in days. 
Fig. 2. 


Denaturation of hen’s egg albumin in 0.05—N NaOH at 25°C. 
Concentration of albumin 0.454%. 


<A 3. 


Time in hours. 
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Denaturation in percent of total protein. 


Denaturation in percent of total protein. 
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Fig. 3. 
Denaturation of goose’s egg albumin in 0.05—N NaOH at 25°C. 
Concentration of albumin 0.401%. 


Time in minutes. 


Fig. 4. 
Denaturation of duck’s egg albumin at 25°C. 
J. In 0.05—N NaOH. Concentration of albumin 0.496%. 
Il In 0.05—N NaOH. Concentration of albumin 1.083%. 
Il. In 0.025—N NaOH. Concentration of albumin 0.436%. 


Time in minutes. 
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Fig. 5. 
Increase in chromogenic value of hen’s egg albumin 


in 0.05—N HCl at 25° 


Concentration of albumin 0.45%. 
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Hig e7: 
Increase in chromogenic value of horse serum albumin 
in 0.05—N NaOH at 25°C. 
Concentration of albumin, 0.533%. 
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Time in hours. 


Fig. 8. 
Increase in chromogenic value of sheep serum 
in 0.05—N NaOH at 30°C. 
Concentration of serum 1: 20. 
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Fig. 9. 
Liberation of ammonia from hen’s albumin 
in 0.05—N NaOH at 30°C. 
Concentration of albumin 0.45. 


Mgm. ammonia nitrogen per 100 ce. solution. 
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Fig. 10 


Liberation of non-protein chromogenic substances from hen’s 
egg albumin in 0.05—N NaOH at 30°C. 
Concentration of albumin 0.90%. 
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